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RESUMO

GONCALVES, Maria Olivia. Expresséao de fatores de viruléncia, mecanismos de
resisténcia aos agentes antimicrobianos e analise molecular da resisténcia aos beta-
lactamicos de enterobactérias isoladas de bolsas periodontais. 2010. 93 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Em estudo anterior, as espécies de enterobactérias apresentando perfis variados
de resisténcia aos antimicrobianos foram detectadas em 20% dos sitios com lesdes
periodontais de pacientes sadios do ponto de vista sistémico. Tais cepas microbianas
foram submetidas a investigacbes com o intuito de determinar a expressao de enzimas
hidroliticas para substratos diversos, a multirresisténcia aos agentes antimicrobianos e
0S mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos da classe dos B lactamicos. 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 multirresisténcia (considerado como a resisténcia a pelo menos dois
agentes antimicrobianos de familias diferentes) foi observada em 56% das amostras
isoladas. A maioria das cepas foi resistentes a ampicilina (93,75%) e amoxicilina/acido
clavulanico (81,25%). Investigagbes sobre a resisténcia aos antibidticos [-lactamicos
mostraram que trés amostras resistentes a cefalosporinas de 22 geracao, apresentaram
perfis plasmidiais de diferentes pesos moleculares. A expressdo fenotipica de B-
lacatamases, foi detectada nas cepas de Enterobacter cloacae (PcOM46 e PcCOM5) e S.
marcescens (PcOM63). No entanto, na analise molecular, ndo foi possivel confirmar a
expressao fenotipica de diferentes B-lactamases, com excecao do E. cloacae PcOMA46,
que apresentou amplificacdo para AmpC e blargy. Embora sensivel a maioria dos
antibioticos B-lactamicos (excecédo feita a ampicilina e amoxicilina / 4cido clavulanico),
amostra de S. marcescens PcOM68 apresentou amplificacdo para o gene blasyy. Os
experimentos de conjugacdo ndo detectaram a transferéncia de plasmidios para uma
cepa de Escherichia coli Ki, sensivei aos [B-lactamicos, o mesmo ocorreu nos
procedimentos de transformacdo por eletroporagdo e por CaCl, sugerindo uma
resisténcia dependente de genes cromossomiais. A expressao de diferentes atividades
enzimaticas, juntamente com a resisténcia aos antimicrobianos, aponta estes grupos de
bactérias como agentes patogénicos potenciais capazes de contribuir para a
patogénese e resposta a quimioterapia antimicrobiana nas doencgas periodontais, além
da disseminacédo sistémica para outros locais do corpo, especialmente em individuos
imunocomprometidos. A colonizagdo prévia de lesdes periodontais por espécies
resistentes aos B-lactamicos, pode contribuir para a disseminacdo destes genes
relacionados a resisténcia aos antimicrobianos em ambientes hospitalares.

Palavras-chave: Enterobactérias. Multirresisténcias. B-lactamicos. Bolsas periodontais.

Periodontite cronica.



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 2" generation cephalosporins, had detectable plasmids. The extended
resistance to B-lactams was detected phenotypically for E. cloacae PcOM46 and
PcOMS5) and S. marcescens (PcOMG63) strains. However, the molecular detection of
extended spectrum beta-lactamase failed to confirm the phenotypic expression of
different B-lactamases, with exception to the E. cloacae PcOMA46 isolate, which
presented amplification for both ampC and blargy. Although sensitive to most of the -
lactam antibiotics (exception made to ampicilin and ampicilin/clavulanate), the strain S.
marcescens PcOM68 was shown to amplify the blasyy gene. Plasmid transference by
both conjugation and transformation procedures failed to detect the resistance by a -
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 B-lactam resistant species may represent a threat
for dissemination of genes related to antimicrobial resistance inside hospital
environments.

Keywords: Enterobacterial. Multiresistance. B-lactam. Periodontal diseases.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Deteccéo fenotipica de AMPC.........ovvviiiiiiiiiiii e 55
Figura 2 - Deteccao fenotipica ESBLS..........cccvvvviiiiiiiiiiiie e 56
Figura 3 - Perfil plasmidial das amostras multirresistentes..............cccccveveiiiininenen. 59

Figura 4 - Gel representativo da reacao de amplificagdo em cadeia da polimerase
Para 0 geNE AMPC. ... o 60

Figura 5 - Gel representativo da reacao de amplificagcdo em cadeia da polimerase
PArA 0 GENE DIASHY. «vuvereiiiie e 61

Figura 6 - Gel representativo da reacao de amplificagcdo em cadeia da polimerase

PAra 0 GENE DIATEM. «oovieeieeeeeeiiei e 62



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Esquema de classificagao das B-lactamases..........ccccccvvvvviiiiiiinneeeennn, 30
Tabela 2 - Primers e sequéncias utilizados para realizacdo da técnica de PCR...... 46
Tabela 3 - Condi¢des da termocicladora para realizacdo da técnica de PCR.......... 47
Tabela 4 - Atividades enzimaticas e perfis de resisténcia aos antimicrobianos
das amostras de diferentes espécies de enterobactérias isoladas de
bolsas periodontais de pacientes com periodontite cronica.................... 49
Tabela 5 - Determinacao das concentra¢des inibitérias minimas dos antimicro-
bianos da classe dos B-lactamicos para as cepas de enterobactérias

resistentes a ampicilina isoladas de bolsas periodontais......................... 52



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC- American Type Culture Colletion

Caldo EC - Caldo Escherichia coli

CIM- Concentragéo Inibitéria Minima

cm- centimetro

CLSI- Clinical and Laboratory Standards Institute
°C- Grau Celsius

DNA- 4cido desoxirribonucléico

DNase — Desoxiribonuclease

dATP-2- desoxiadenosina 5- trifosfato

dCTP-2- desoxicitosina 5- trifosfato

dGTP-2- desoxiguanosina 5- trifosfato

dNTP- 2- dexoxirribonucleotideo

dTTP-2- desoxitimidina 5- trifosfato

EDTA- &cido etileno diaminotetracético

EMB — Eosina azul de metileno

ESBL- B-lactamase de amplo espectro

H.S — Sulfeto de Hidrogénio

IL1B - Interleucina 1-3

IGM - Imunoglobulina M

LPS — Lipopolissacarideo

LB-agar- Luria-Bertani

Kb- 1000 nucleotideos em RNA ou 100 pares de nucleotideos em DNA.
MCK - Caldo MacConkey

MCP-1- proteina quimio-atraente de macréfagos

MBL- metalo-B-lactamases



MMP — Metaloproteases
MgCl, _ Cloreto de magnésio

MH agar- Muller Hinton agar

ml- mililitro

pL- microlitro

MM- micromolar

mM- milimolar

mm- milimetro

min-minuto

MPA- acido 2-mercaptopropidnico
MR- Multirresistentes

Pb- pares de bases

PcOM - Pacientes da Odontoclinica da Marinha
PCR- Polymerase chain reaction
PGE; - Prostaglandina do tipo E,
Rpm- rota¢Bes por minuto

SDS- Dodecil Sulfato de Sédio

TE- tris EDTA

Tris- Tris hidroxi-metil-amino- metano
TLR4 — Receptor Toll do tipo 4
TNFa - Fator de Necrose Tumoral a
TSA — Agar soja tripticaseina

TSB - Caldo de soja tripticaseina

UTI - Unidade de Terapia Intensiva



SUMARIO

INTRODUGAO . ..ottt sttt ete e ete e e 14

1 OBUJETIVOS . ...ttt ettt e et e e e e s s e e e e e e st a e aeeeaeeeeanns 31
11 ODJEEIVO GEIAL...cciiiiiiiieeee it a e e 31
1.2 ODbjetivos ESPECITICOS.....uuiiiiiieiiiiiiie e 32
2 MATERIAIS E METODOS........coiiiieieeeeeeteeeete et ete et eaes e ste st sae e ene e 33
2.1 Amostras bacterianas e condi¢fes de Cultivo.............vviiiiiiiieiieeeeeee, 33
2.2 Atividade ProteolitiCa.........ueeiie i 33
2.3 ALIVIdAde d€ DNASE.......cciieieieieiiiiiiiie s e et e e s e e e e eesennnee 34
2.4 Atividade hidrolitica sobre lipideos (lipase e lecitinase)..........ccccceeeeeeee.. 34
2.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos........ccccvvvveeiiiis 34
2.6 Testes fenétipicos para detecgao de B-lactamases...........cccccceeeveeevvinnnnnnn. 36
2.6.1 Testes de deteCC80 de AMPC.......c.uiiiiiiiiiiiiiiiii et e e e e 36
2.6.1.1 TeSte CIOXACHING. ... ..uuviiiiiieiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e annnes 36
2.6.1.2 Teste de iNdUGAO de AMPC.....cccoiiiiiiii e s 37
2.6.1.3 Teste de Hodge MOIfICATO. ........uuuuiiiiiiiiiiiiieeeee et 37
2.6.2 Testes fenotipicos para a deteccéo de B-lactamases de espectro estendido

[T ] T OSSP 37
2.6.2.1 Teste diSCO COMDBINATO. ........uuuiiiiiiiiiiiiiii e e e 38
2.6.2.2 Teste de aproXimacao A0S TISCOS.........ccvvviiiiiiiiiiiiiie e e 38
2.6.2.3 Teste de disco duplo modificado (TDDM)........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 38
2.6.2.4 Deteccao de Metalo-B-Lactamases (MBL)..........cooooioiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 39
2.7 Experimentos de transferéncia de resisténcia aos B-lactamicos............ 39
2.7.1 CONJUQACEAO DACLEIIANGA. .. . ceeieeeeeeeeee et a e e e 39
Y A 1 - 111 (0] 1 - o= [ 40
2.7.2.1 Extracao e purificag@o de plasmidios............ueeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 40
2.7.2.2 Preparo das células eletroCompetentes.........cccoeeeeeiiiiiiieiiiieeiieee e 41
2.7.2.3 Transformacao de bactérias por eletroporaGao............cccccvvviieeeiiiiiiiieeieeeeeenn. 42

2.7.2.4 Transformacéao bacteriana pelo cloreto de calcio (CaCly) .......ccovvvvvvvvvvvnnnnnnn. 43



2.8
2.8.1
2.8.2
3

3.1
3.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2
3.5
3.6
3.7

Pesquisa dos genes codificadores de B-lactamases por PCR................ 43

Extracdo do DNA bacteriano por lise tErmica............cceeeviiiviereeeeiiiiiiieieeeeee 44
Reacdo em cadeia da polimerase — PCR........uuuiiiiiiiiiiiiieeaeeeeseeesesessn i 44
RESULTADOS. ...ttt ettt et e e e e e e et b e e e e e s s nnnnneeaeeeanns 48
Isolamento de enterobactérias de lesdes periodontais..........cccceeeeernnnene. 48
Atividades ENZIMALICAS.......cccueie e et 48
Sensibilidade aos antimiCrobianosS...........cccciiiiiiiiiiiiii e 50
Expressao fenotipica de B-lactamases........ccccccceeeiiiiieiieeeiieeeeeeee 52
EXPreSSA0 08 AMPC. . .uuiiiieei ettt s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e aaeaaaes 53
EXPreSSA0 08 ESBL......oueuiiiiiiiiiiiiieeie ettt e e e e e e e e e e e e s 53
DetecCao de plasmitdios. ... e 57
Pesquisa de expressédo de beta-lactamases de natureza plasmidial........ 57

Pesquisa de genes codificadores de B-lactamases através de reacédo

em cadeia da POIIMErASE. ........uuiiiiiiiiiiiii e 57
DISCUSSAO.......oiieeeeeeeeee ettt ettt ettt ne e nte e e eaens 63
(070N 0] I U LT =13 75
REFERENCIAS. ..ottt ettt ne et esteate e e 76

APENDICE - Periodontal disease as reservoir for multi-resistant and
hydrolytic enterobacterial SPECIES..........cooiiiiiiiiiiiiiii e 89



14

INTRODUCAO

Aspectos gerais das doencas periodontais

O termo “Doenca Periodontal” descreve uma diversidade de situagdes clinicas
distintas que afetam o periodonto: gengivas marginal e inserida, insercao gengival,
ligamento periodontal, cemento radicular e o o0sso alveolar de suporte. As
apresentacoes clinicas mais comuns das doencas periodontais sdo as gengivites e
as periodontites, ambas relacionadas ao acumulo de biofilme dental bacteriano. Nos
quadros de gengivite (a lesao inicial) observa-se a inflamacao do tecido gengival
acompanhada por modificacBes na cor, forma, posicao e aparéncia superficial, sem
a ocorréncia de perdas significativas nas estruturas de suporte dentario e sem
evidéncias radiograficas de perda Ossea alveolar. As periodontites sao patologias
que correspondem ao resultado de um processo dinamico entre o biofilme dental
(placa bacteriana) e a resposta dos tecidos periodontais acompanhado de alteracdes
celulares, da matriz extracelular e vascular. Nas periodontites observa-se como
caracteristica principal o aprofundamento patolégico do sulco gengival, em
decorréncia da extensdo do processo inflamatério gengival, com a formacao das
bolsas periodontais. A progressdo do processo inflamatério acarreta a progressiva
destruicdo do tecido conjuntivo e do osso alveolar (Wilson & Henderson, 1995;
Nisengard et al., 1997; Sallum et al.,, 2004). Estudos sugerem que as doencas
periodontais sao distarbios inflamatérios crénicos mais comuns nos adultos,
podendo acarretar a perda dentaria na auséncia de tratamento adequado (Darveau
et al., 1997).

As doencas periodontais que acarretam a perda de insercdo Ossea sao
classificadas atualmente como periodontites cronica e agressiva, ambas
relacionadas a evolucdo e ao tempo de estabelecimento das lesGes (Armitage,
1999). Em geral, a periodontite crénica é a forma mais comum que ocorre em
individuos acima de 30 anos e pode receber classificacdes quanto a gravidade (leve,
moderada e avancada) e quanto ao numero de dentes envolvidos (localizada ou
generalizada) (Armitage, 1999). Um dos aspectos mais marcantes quanto a
microbiota da periodontite cronica € a definicAo dos componentes através de
processos de associacdo microbiana com predominio de alguns téxons, quando

comparados com sitios sadios e com gengivite. A definicAo dos complexos por
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Sokransky e colaboradores (1994), utilizando a técnica de hibridizacdo semi-
guantitativa pelo uso de sondas de DNA gendmico, possibilitou a caracterizagéo de
complexos microbianos, onde 0s microrganismos anaerébios proteoliticos do
complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tanerella
forsythia) e laranja (Fusobacterium sp, Capnocytophaga sp, Prevotella sp, entre
outros) constituem agentes etioldgicos lideres presentes no biofilme bacteriano
associado aos sitios comprometidos pela doenca.

A periodontite agressiva é menos prevalente na populacdo podendo afetar
individuos jovens tendo, de modo geral, o diagnéstico abaixo dos 30 anos. As lesdes
cursam com perda de inser¢cado periodontal rapida, mesmo na vigéncia de baixo
acumulo de biofilme dental bacteriano. Apresenta tendéncia de expressao familiar,
podendo ser caracterizada como localizada (em molares/incisivos e no maximo dois
outros dentes permanentes) ou generalizada (em molares/incisivos e em mais, pelo
menos, trés elementos da denticdo permanente). Apesar de estudos determinarem o
predominio da espécie Aggregatibacter actinomycetemcomitans sobre outros
microrganismos encontrados no biofilme periodontal, além de variacdes entre sitios
com periodontite agressiva localizada (Armitage et al., 1999; Dogan et al., 2003;
Schacher et al., 2007), ainda existem controvérsias sobre o predominio de
microrganismos quando comparados os sitios apresentado as diferentes formas de
periodontites (Mombelli et al., 2002, Ximenez-Fyvie et al., 2006). Tais aspectos
indicam a participacdo de fatores ambientais e do hospedeiro (em especial as
respostas imunes inatas e adaptativas) no desenvolvimento das lesdes, merecendo
maior atencao de pesquisadores na area das infeccfes orais.

A formacéo das bolsas periodontais favorece o acumulo e as mudancas na
composicdo proporcional das bactérias. A progressdo das periodontites é lenta e
caracterizada por fases de inducédo e remisséo do processo de reabsorcao 0ssea e
de matriz conjuntiva (Wilson & Henderson, 1995), aspectos que poderiam estar
envolvidos na exposi¢cao de moléculas de matriz, ou criando novos sitios capazes de
favorecer a colonizacdo por espécies bacterianas diversas, que por sua vez
poderiam carrear genes de resisténcia aos agentes antimicrobianos e, com a
transferéncia de tais genes, induzirem resisténcia em microrganismos da microbiota
associada as periodontites, resultando no desenvolvimento de lesdes periodontais

refratarias (Seymour, 2001).
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Em geral os microrganismos anaerdbios Gram-negativos sdo o0s tipos
principais de bactérias associadas com a maioria dos quadros de periodontite
cronica. Um grupo de aproximadamente dez patdgenos, destacando-se dentre eles
P. gingivalis, T. forsythia, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia vém sendo associados com lesGes de periodontite crénica.
Tais patdégenos associam-se de forma sinérgica, resultando no desequilibrio da
microbiota que pode ser aumentado por: (i) modificacdo das condicbes ambientais
(pH, potencial redox, disponibilidade de nutrientes) podendo ser causada por
acumulo de placa bacteriana; (ii) decréscimo na proporcao de bactérias comensais
(benéficas) tais como as que sdo capazes de produzir substancias inibitérias ou até
mesmo, através da sua eliminacédo pelo uso de substancias antimicrobianas topicas
e sistémicas; e (iii) um decréscimo na competéncia do sistema imune do hospedeiro
(Grenier & Mayrand, 1995).

Viruléncia dos periodontopatégenos

Os microrganismos periodontopatogénicos possuem uma variedade de
fatores de viruléncia que permitem a colonizacdo das superficies hospedeiras, a
multiplicagéo e a evasédo aos mecanismos de defesa do hospedeiro. O dano tecidual
depende do estabelecimento do(s) microrganismo(s) nos tecidos do hospedeiro.
Durante o curso da infeccdo, os fatores de viruléncia podem atuar isolados ou em
combinacdo. Fatores de viruléncia produzidos por periodontopatégenos incluem
adesinas, lipopolissacarideos, hemolisinas, proteases e vesiculas de membrana
externa (Holt & Bramanti, 1991; Grenier & Mayrand 2000).

A correlacdo entre a producéo de exoenzimas com a viruléncia bacteriana foi
demonstrada para Varios periodontopatbégenos, incluindo o] A.
actinomycetemcomitans, microrganismo anaerdbio facultativo considerado como o
principal agente etiol6gico da periodontite localizada. Dentre os fatores de viruléncia
mais conhecidos desta espécie destaca-se uma potente leucotoxina caracterizada
por Baehni e colaboradores (1979). A leucotoxina € capaz de induzir a apoptose de
polimorfonucleares e monadcitos do sangue periférico de seres humanos (Taichman
et al. 1980), mas ndo apresentam efeitos sobre linfécitos humanos, plaquetas e
fibroblastos. N&o apresenta atividade citotdxica para leucécitos de camundongos, de

coelhos e de ratos. O fator citotéxico para polimorfonucleares € uma molécula
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protéica de 115 kDa que pode ser produzida para o sobrenadante de cultivo através
de vesiculas de membrana externa (Tsai et al. 1984).

A capacidade de liberacdo de vesiculas de membrana externa pelos
patdogenos periodontais constitui potente mecanismo de destruicdo tecidual, visto
que podem carrear enzimas proteoliticas (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 sinalizacdo capaz de desencadear
respostas inflamatoérias mediada principalmente pelos receptores do tipo Toll (Abbas
& Lichtman, 2003).

Apesar do padrdo de resposta do hospedeiro ser de grande importancia no
desenvolvimento das infecgcbes periodontais, as bactérias potencialmente
patogénicas da microbiota sdo consideradas como fatores primarios na etiologia das
periodontites. Microrganismos ou seus produtos sdo capazes de ativar células
residentes, que migram para os tecidos periodontais e induzir a expressdo de
enzimas hidroliticas para estruturas de matriz extracelular e/ou induzir resposta
imune com a liberacdo de citocinas por linfécitos e macréfagos. As citocinas
poderiam ativar subsequentemente outras vias para a degradacdo de estruturas
teciduais destacando-se as metaloproteinases, serino-proteases derivadas das vias
fagociticas dos neutréfilos e da ativacdo do plasminogénio. Em instancias
posteriores as citocinas também podem acarretar a ativacdo dos osteoclastos,

determinando a reabsorcdo 6ssea (Kornman et al. 1997; Birkedal-Hansen, 1993).

Influéncia das periodontites no estabelecimento de doencas focais e sistémicas

As patologias periodontais sdo consideradas como micro ambientes especiais
em virtude de possuirem uma regidao de epitélio ulcerado sendo permissivo a
translocacdo microbiana. A translocacéo bacteriana e o surgimento de endocardite
infecciosa sao aspectos previamente correlacionados. A maioria dos microrganismos
isolados de casos de endocardites bacterianas comunitarias faz parte da microbiota
da cavidade oral. Entretanto alguns casos de endocardites adquiridas em ambiente
hospitalar ocorreu predominancia de patdogenos 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 responsavel por altas taxas de
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morbidade, mortalidade e aumento expressivo dos custos hospitalares. O
estabelecimento das pneumonias é geralmente decorrente da invasao bacteriana no
trato respiratorio inferior, normalmente por meio da aspiracdo de secrecdes
presentes na cavidade oral/orofaringe. Dentre os principais patdégenos envolvidos
nas pneumonias associadas ao uso de ventilagdo mecanica predominam o0s
Staphylococcus aureus e bastonetes Gram-negativos (Acinetobacter sp, Escherichia
coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp, Serratia sp e Pseudomonas sp). A disseminagéo
hematogénica, a partir dos quadros de pneumonia, € um evento freqiiente no curso
das pneumonias hospitalares, cursando com extrema gravidade (Scannapieco &
Rossa-Jr, 2004). Entretanto, também, foram descritos casos de suposta difusédo
hematogénica a partir de focos de infeccdo periodontal (Christensen et al, 1993;
Morris, 1994; Scannapieco FA, 2002).

As pneumonias sdo usualmente classificadas em pneumonias adquiridas na
comunidade e nosocomiais, sendo estas Ultimas desenvolvidas apds 48h de
internacd@o hospitalar e que ndo estavam em incubacao no paciente no momento da
admisséo no hospital (Lode et al, 2000).

As infeccdes do trato respiratério podem ter diversas apresentacdes clinicas,
desde sinusites e tonsilites a infec¢cdes de maior gravidade tais como 0s 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 doencas periodontais (Rams & Slots, 1992).

A aspiracdo de microrganismos originarios das vias aéreas superiores durante
0 sono ocorre em 45% dos pacientes saudaveis e em 70% dos pacientes com a
percepcdo prejudicada, tais como alcodlatras, usuarios de drogas, epilépticos
(Huxley, 1978). Os microrganismos podem contaminar o trato respiratorio inferior
através de quatro possiveis vias: 1) aspiracao do conteudo da orofaringe; 2) inalacéo
de aerossois infectados; 3) disseminacédo da infeccdo através de areas contiguas
(Mojon, 2002); 4) disseminacdo hematogénica através de regides infecciosas extra
pulmonares (p.ex.: infecgdo do trato gastrintestinal) (Bueno-Cavanillas et al, 1994;
Scannapieco et al 2003). Assim o biofilme bucal, em situacdes de higiene deficiente
(Contreras & Slots 2000), poderia conferir uma alta concentracdo de patdogenos na
saliva, passiveis de ser aspirados para o trato respiratorio inferior, desafiando
criticamente as defesas imunes pulmonares (Manganiello et al, 1977; Scannapieco

et al, 1992). Além disso, através de condi¢des especificas, o biofilme bucal poderia
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abrigar patégenos associados a quadros pulmonares e promover seu crescimento.
As espécies presentes no biofilme bucal poderiam facilitar a colonizagédo das vias
aéreas superiores por patdégenos pulmonares através de mecanismos de
coagregacao (Scannapieco et al, 2003).

Foi reconhecido recentemente que infeccbes da cavidade oral, especialmente
as periodontites, podem afetar o curso e a patogénese de véarias doencas
sistémicas, como doenga cardiovascular, pneumonia bacteriana e Diabettes mellitus.
Foi comprovado que as periodontites constituem fator causal para doencas
sistémicas (Bosch et al., 2003).

Uma forte correlacdo epidemiolégica tem sido feita entre pacientes com
doencas periodontais e doencas coronarianas. Acredita-se que o0s patdégenos
periodontais ativem a producdo local ou sistémica (ap6s alcancarem a corrente
sangulinea) de altos niveis de citocinas. Dentre tais mediadores, o fator de necrose
tumoral o (TNFa) e a interleucina 13 (IL-1B) teriam a capacidade de iniciar ou induzir
a progressdo das condi¢cdes associadas a aterosclerose, favorecendo as doencas
coronarianas (Beck et al., 1996; Meyer & Fives-Taylor, 1998). Além disso, a
migracdo bacteriana de bolsas periodontais para a corrente sanguinea tem sido
associada a patologias cardiovasculares e endocardites bacterianas. A capacidade
da P. gingivalis de invadir células endoteliais tem sido apontada como um
mecanismo critico nas patologias cardiovasculares (Deschpande et al., 1999).
Antigenos de P. gingivalis foram capazes de induzir a ativacdo de fator de
transcricdo precoce (early growth transcription factor: Egr-1) em células endoteliais e
subsequente expressdo de proteina quimio-atratente de macréfagos (MCP-1), o que
poderia contribuir para a formacdo do ateroma (Maekawa et al., 2010). A andlise
genética de amostra de A. actinomycetencomitans isolada de aneurisma aortico
micético confirmou a identidade clonal com uma amostra isolada da cavidade oral do
mesmo individuo (Martin et al., 1998).

Outra correlacdo das doencas periodontais com manifestacdes sistémicas
tem sido a ocorréncia de nascimento prematuro e com reducdo do peso em
parturientes que apresentam doenca periodontal na cavidade oral, sem a presenca
de outros fatores de risco. Foi sugerido que as doencas periodontais sejam uma
fonte cronica de lipopolissacarideos que, através da interacdo com receptores TLR4

e TLR2, teriam a capacidade de estimular a producéo de IL1-B e prostaglandina E,,
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moléculas do hospedeiro associadas com o parto prematuro (Offenbacher et al.,
1996).

Na fibrose cistica, uma disfuncdo genética que acarreta a secrecdo de
camada de muco mais espessa, 0s pacientes desenvolvem infeccbes graves do
trato respiratério inferior por diversos microrganismos incluindo Pseudomonas
aeruginosa. Sitios da cavidade oral tém sido sugeridos como fonte importante para a
reinfec¢éo do trato respiratorio de individuos fibrocisticos por P. aeruginosa (Buret &
Cripps, 1993; Komiyama et al., 1985).

Além disso, outros patdégenos em potencial incluindo microrganismos da familia
das enterobactérias podem estabelecer-se na cavidade oral de pacientes com
doenca periodontal (Slots et al., 1988).

Presenca de enterobactérias em bolsas periodontais

Estudos vém demonstrando a ocorréncia subgengival de bactérias das
familias Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae em individuos portadores de
periodontite cronica. Estes microrganismos estédo frequentemente associadas com
infeccbes sistémicas graves em pacientes imunocomprometidos, existe a
possibilidade dos sitios de doenca periodontal servirem de reservatério para estes
patbgenos oportunistas (Bodey et al.,1983; Barbosa et al. 2001). (Dhawan et al.,
2003) relataram o caso de uma infeccdo polimicrobiana envolvendo Serratia
marcescens e P. aeruginosa em cirurgia plastica de lingua, em retalho utilizado na
reconstrucdo, apdés exérese de neoplasia. Ambas as amostras isoladas foram
resistentes aos beta-lactamicos e a amostra de S. marcescens foi produtora de
SHV/(Sulphydryl-variable), uma beta-lactamase de espectro estendido.

As Enterobactérias estdo envolvidas em grande diversidade de quadros
clinicos intestinais e extra-intestinais e, junto com os bastonetes Gram-negativos nao
fermentadores, s&o responsaveis por aproximadamente 50% das infeccOes
hospitalares. A prevaléncia destas espécies bacterianas tem aumentado
consideravelmente desde a introducdo de cefalosporinas na pratica clinica. As
infeccbes podem ser de naturezas diversas, incluindo infecges urinarias,
pneumonias e septicemias (Barsic et al., 1997).

Apesar do habitat normal dessas familias de microrganismos ser o trato

gastrintestinal, em especial o cdlon humano, a prevaléncia destes microrganismos
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nas bolsas periodontais pode variar entre as diferentes populacdes (Slots et al.,
1988; Barbosa et al., 2001). Aproximadamente 31% de 80 individuos (32 homens e
48 mulheres), apresentando periodontite moderada ou grave, albergavam tais
microrganismos, sugerindo a ocorréncia na microbiota subgengival de
aproximadamente 1/3 dos pacientes. Niveis de resisténcia aos antimicrobianos
foram observados entre as amostras isoladas de bolsas periodontais, indicando
cautela na utilizagéo sistémica de antimicrobianos (Barbosa et al., 2001).

Em nossos estudos anteriores foi detectada a presenca de enterobactérias
em 16 dos 80 pacientes portadores de periodontite crénica, ocorrendo predominio
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 resisténcia variada aos
agentes antimicrobianos, sendo observada a multirresisténcia em nove das 16 cepas

testadas (Goncalves, 2005).

Infeccbes nosocomiais e niveis de resisténcia aos antimicrobianos de

microrganismos encontrados na cavidade oral

Estudos vém demonstrando a correlacdo entre a microbiota oral, as doencas
periodontais e o desenvolvimento de processos infecciosos no trato respiratério
inferior, sugerindo o potencial dos organismos presentes na cavidade oral para
causar infecgdes nosocomiais.

A colonizacdo da cavidade oral por patdogenos respiratérios ocorre
frequentemente em individuos hospitalizados. A reducdo da higiene bucal e a
existéncia de bolsas periodontais propiciam o aumento da colonizacdo 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 reservatorio de patégenos hospitalares (Fourrier et al.,1998).

A associacao entre a colonizacdo da placa dental e a infeccédo hospitalar foi
abordada por um estudo avaliando pacientes de UTIl. Em comparacao aos pacientes
gue nao apresentaram colonizacédo da placa dental na admissdo e no quinto dia de
internacdo na UTI, aqueles individuos que apresentaram colonizacdo por patégenos

respiratorios potenciais tinham, aproximadamente, dez vezes mais chances de
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desenvolver pneumonia hospitalar ou bacteremia. A colonizagdo da placa dental por
patdbgenos respiratérios foi observada em quatro de cinco pacientes que
desenvolveram pneumonia durante a permanéncia na UTI. Em cada um desses
quatro pacientes, 0 mesmo patdégeno (P. aeroginosa ou Acinetobacter baumannii) foi
isolado tanto da placa dental quanto de secrecbes aspiradas da traquéia,
simultaneamente (Fourrier et al., 1998).

Dentre todas as infec¢cdes adquiridas em hospital, a pneumonia nosocomial é
responsavel por 10% a 15% deste total; e 20% a 50% de todos os pacientes afeta-
dos por essas infeccOes falecem. O risco de desenvolvimento de pneumonia
nosocomial € de 10 a 20 vezes maior nas unidades de terapia intensiva (UTIs),
sendo que o seu desenvolvimento em pacientes com ventilacdo mecanica e/ou
umidificador varia de 7% a 40%. (Craven DE, 1991; Kollef MH & Fraser VJ, 2001).

Foram observados microrganismos multirresistentes em diferentes géneros
e espécies bacterianas apresentando um mesmo plasmidio transferido entre as
mesmas. A pressao seletiva de antimicrobianos e a eventual presenca de gene(s) de
viruléncia favorecem a disseminacédo em diferentes espécies (Sarno et al., 2002). A
presenca de microrganismos produtores de ESBLs (Beta-lactamase de espectro
estendido) e de plasmidios que poderdo ser responsaveis pela expressao de varios
fatores de viruléncia e enzimas capazes de modificar e inativar drogas.

A condicdo de um microrganismo ser multirresistente é favorecida pela
pressdo seletiva determinada pelo uso indiscriminado de agentes antimicrobianos
dentro e fora do ambiente hospitalar. Fora do ambiente hospitalar, é reconhecida a
existéncia de cepas resistentes a pelo menos um tipo de agente antimicrobiano de
importancia terapéutica (Hawkey, 1986). Individuos que fazem uso de agentes
antimicrobianos sem orientacdo médica, facilitam a selecdo de microrganismos
resistentes a microbiota, 0 que em momento futuro pode resultar em infec¢des de
dificil tratamento (Aslangul E et al., 2006).

A resisténcia a antimicrobianos tem aumentado rapidamente nos ultimos
anos, gerando uma necessidade crescente do conhecimento do perfil de
sensibilidade das bactérias que freqientemente causam infec¢cdes e do modo de
disseminacgéo da resisténcia (Sousa Jr et al., 2004). A resisténcia a antimicrobianos,
incluindo aos B-lactamicos, surge, tipicamente, dentro de 2-3 anos apos a introdugéo
de um antimicrobiano no uso clinico (Hall BG & Barlow M, 2004). Os mecanismos

genéticos que codificam a resisténcia bacteriana se expressam por seis principais


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aslangul%20E%22%5BAuthor%5D

23

mecanismos bioquimicos de ac¢do: inativagdo enzimatica da droga, alteracdo da
permeabilidade bacteriana a droga, alteracdo de sistemas de transporte na célula,
retirada ativa da droga do meio intracelular, alteracdo do receptor a droga,
modificacdo do sistema metabodlico ativo para a droga e sintese das vias
metabolicas alternativas, sendo a inibicdo ou inativagdo enzimatica produzida pelos
microrganismos, provavelmente, o principal mecanismo molecular de resisténcia

microbiana (Sousa Jr et al., 2004).

B-lactamases

B-lactamases sdo enzimas capazes de hidrolisar a ligagao amida do anel B-
lactamico de penicilinas, cefalosporinas e outros antimicrobianos relacionados,
tornando-os inativos (Souza Jr et al,2004). As B-lactamases séo a causa principal de
resisténcia aos antibidticos B-lactamicos pelos microrganismos Gram-negativos
(Tavares,1996; Paterson & Bonomo, 2005).

Desde sua introdugdo na pratica clinica, a efetividade dos antibiéticos [-
lactamicos tem sido reduzida pela ocorréncia de bactérias que sdo resistentes ao
seu modo de acao (Heritage et al., 1999). Logo apés a introducdo da penicilina G
constatou-se prontamente a resisténcia em S. aureus devido a penicilinases
codificadas por genes plasmidiais que conferem resisténcia a penicilinas, mas néo
as cefalosporinas de amplo-espectro (Bush et al,1995). Muitos géneros de bactérias
Gram-negativas possuem gene para a producdo de [B-lactamase naturalmente
codificada no cromossomo (Bradford, 2001). K.pneumoniae e K. oxytoca
apresentam resisténcia a aminopenicilinas e carboxipenicilinas devido a presenca de
uma B-lactamase cromossémica da classe 2b, SHV-1 e 2be, K-1 (KOXY) (Famiglietti
et al, 2005).

Na tentativa de controlar o problema crescente da resisténcia bacteriana, as
cefalosporinas de espectro aumentado foram introduzidas na pratica clinica na
década de 80 (Heritage et al, 1999). Entretanto, rapidamente foi observada a
resisténcia a antibioticos B-lactamicos de espectro estendido em razdo de um novo
grupo de enzimas B- lactamases (Bradford, 2001). Este grupo foi primeiramente
referido como resultado da expressdo de genes presentes em plasmidios, como
TEM-1, TEM-2, SHV-1, os quais sofreram mutacbes semelhantes, resultando em

substituicbes no aminoacido terminal e no sitio alvo destas enzimas, causando um
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aumento de sua acdo sobre as cefalosporinas (Dalmarco et al, 2006). Devido ao
aumento do seu espectro de atividade, especialmente contra oximino-
cefalosporinas, essas enzimas foram chamadas ESBL (B3- lactamases de espectro
estendido) (Bradford, 2001).

Em 1989, Bush propés uma classificagéo para 3-lactamases de acordo com o
seu substrato e propriedades de inibicdo, juntamente com as caracteristicas
funcionais e moleculares. Quatros grupos foram classificados como : Grupo 1 ( B-
lactamases que ndo sao inibidas pelo acido clavulanico; Grupo 2 ( B-lactamases de
amplo espectro, geralmente inibidas pela acdo do acido clavulanico; Grupo 3
(Metalo-B-lactamases que atuam sobre penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos, inibidas pelo EDTA- &cido etilenodiaminotetracético, quelante);
Grupo 4 (B-lactamases que ndo sédo inibidas pelo acido clavulanico, indistinguivel do
grupo 1). Ambler propds uma outra classificagcdo em quatro classes designadas em
A, B, C e D, baseada na classificacdo molecular e de acordo com a sequéncia
genética. As enzimas de classe A,C e D, segundo Ambler, sdo serina B-lactamases
que atuam sobre o antibiético, rompendo o anel B- lactamico por hidrélise, com
consequéncia inativagdo da droga. As B-lactamases da classe B, rompem o anel
beta-lactamico a partir da utilizacdo de ions de zinco (Bradford, 2001).Na Tabela 1,
estdo apresentadas os diversos esquemas de classificacdo propostos por Bush e
colaboradores(1995).

As ESBL sdo um grupo de enzimas capazes de hidrolisar diversos
antibidticos da classe dos [B-lactamicos cujos genes codificadores podem estar
contidos em regides transponiveis do cromossoma e/ou plasmidios, e serem assim
transferidos para outros microrganismos, contribuindo para a disseminacdo de
resisténcia a estes agentes antimicrobianos (Livermore et al, 2005). Em bactérias
Gram positivas envolve diversos mecanismos, enquanto que em bactérias Gram
negativas a transferéncia da resisténcia pode decorrer de processos de conjugagao
bacteriana. Durante a conjugacgao bacteriana o DNA plasmidial é replicado enquanto
que o mesmo ndo ocorre com o DNA cromossomal, o que confere vantagem
evolutiva adicional ao plasmidio. Esta replicacdo extra permite ao plasmidio a sua
disseminagdo entre a populacdo bacteriana. Desde que plasmidios 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 B-lactamases de espectro estendido (ESBL)
B-lactamase do tipo TEM

A primeira B-lactamase mediada por plasmidio em Gram-negativo foi descrito
no inicio 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
evoluiram de TEM-1, TEM-2 e SHV-1, que sdo frequentemente expressas em
bactérias Gram-negativas e que conferem resisténcias a ampicilina, amoxicilina e
outras penicilinas, cefalosporinas das primeiras geracdes mas, ndo as de Ultima
geracado (Paterson & Bonomo 2005).

ESBLs surgiram através de mutacfes que resultaram na substituicdo de um
ou mais aminoacidos que alteraram a configuracdo e propriedades do sitio ativo,
expandindo o espectro hidrolitico desta enzima (Rasheed et al, 2000). Por anos,
TEM-1 e seus descendentes tém sido um dos genes de resisténcia a antibiéticos
mais extensivamente pesquisados, ndo somente por ser um dos genes mais
comumente encontrados, mas também por sua extraordinaria plasticidade fenotipica
(Hall et al,2004).

B-lactamase do tipo SHV

B-lactamase SHV-1 é comumente encontrada em K. pneumoniae e €
responsavel pela resisténcia a ampicilina em 20% das cepas desta espécie, genes
que a codificam podem ser transferidos por plasmidios. Em muitas cepas de K.
pneumoniae o gene bla SHV-1 esta integrado no cromossoma. Existe a hipotese
que o gene que codifica a SHV-1 possa ser parte de um elemento movel
(transposon) (Bradford, 2001; Paterson & Bonomo, 2005).

A maioria das variacbes de SHV que possuem fenétipo ESBLsS, séo
caracterizadas pela substituicdo de uma serina por glicina na posicéo 238. O residuo
de serina na posicao 238 € critico para a hidrdlise da ceftazidima, e o residuo de
lisina é critico para hidrdlise eficiente da cefotaxima. Grande parte dos derivados das

enzimas tipo SHV possuem fendétipo ESBL e s&o encontradas em K. pneumoniae,
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sendo encontradas, também, em Citrobacter diversus, E. coli e P. aeruginosa
(Bradford, 2001; Paterson & Bonomo, 2005).

B-lactamase do tipo CTX-M

B-lactamases CTX-M, s&o reconhecidas como uma importante causa de
resisténcia a cefotaxima em Enterobacteriaceae séo consideradas como uma nova
familia de ESBL com expressdo mediada por plasmidios. Foram encontradas em
cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium e E. coli. Entretanto, tais
enzimas vém sendo descritas em outras espécies da familia 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 mutacdes 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 contrario das
enzimas AmpC as enzimas das classes CTX-M sao inibidas pelos inibidores de [3-
lactamases tazobactam, sulbactam e clavulanato. Surtos de infeccdo hospitalar
causados por cepas que expressam CTX-M tém ocorrido na América do Sul, Leste
Europeu e Asia (Bradford, 2001; Gang-Liu, 2008; Coque, 2008)

Metalo-B-lactamases

As metalo-B-lactamases (MBL) sao B-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 sdo capazes de hidrolizar todos os p-lactamicos
comercialmente disponiveis, sendo a Unica exce¢cdo o monobactamico aztreonam.
As caracteristicas essenciais destas enzimas sdo: 1. Zinco-dependéncia, isto é,
necessita de ions zinco ligados em seu sitio catalitico; 2. Presenca de residuos-

chave de aminoacidos responsaveis pela interacdo da enzima com o zinco; 3.
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InibicAo por compostos quelantes de metais, como o acido etileno diaminotetracético
(EDTA) e derivados do &cido tiolatico, como o acido 2-mercaptopropiénico (MPA); 4.
Resisténcia & agdo dos inibidores de serino-B-lactamases (écido clavulanico,
sulbactam e tazobactam) (Mendes et al.,2006).

As MBL sdo produzidas intrinsecamente por diversos microrganismos
ambientais e patogénicos, 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
inicio da década de 90, novas MBL tém sido identificadas em microrganismos
clinicamente relevantes como P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e membros da
familia Enterobacteriaceae (Poirel et al.,2000; Riccio et al., 2000; Yan et al., 2001).

As MBL adquiridas sdo enzimas de grande relevancia clinica pois, além de
conferirem resisténcia a virtualmente todos os B-lactamicos, inclusive
carbapenemas, oferecem risco de rapida disseminacdo uma vez que Seus genes
séo veiculados por elementos genéticos méveis, 0 que permite a sua transferéncia a
outras cepas de P. aeruginosa e a outros BGN ndo relacionados. Por isso, estas
MBL sdo também designadas como MBL moveis ou transferiveis (Cornaglia et al.,
2000; Crespo et al. ,2004; Poirel et al., 2004; Walsh et al., 2005).

Atualmente, sdo conhecidas cinco subclasses, tipos ou familias de MBL
adquiridas, a saber: IMP (imipenemase) (Osano et al.,1994), VIM (Verona
imipenemase) (Lauretti et al., 1999), SPM-1 (S&o Paulo metalo-pB-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 resisténcia

A resisténcia aos agentes antimicrobianos apresenta carater genético,
relacionado a existéncia de genes contidos nos microrganismos, que codificam
diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a acdo de drogas (Tavares,
1996). A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos pode se dar através de
mecanismos intrinsecos ou adquiridos. Mecanismos intrinsecos sdo aqueles

naturalmente existentes nos genes encontrados no cromossomo bacteriano, como
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por exemplo B-lactamase AmpC de algumas espécies de bactérias Gram-negativas,
sistemas de efluxo de drogas e impermeabilidade as drogas por alteracdes nos
sistemas de permease ou porinas presentes na membrana externa. Os mecanismos
adquiridos envolvem mutacfes nos genes ou aquisicdo de genes por plasmidios,
bacteriéfagos, transposons e outros elementos de mobilidade genética (Aleskshun et
al., 2007). A aquisicao pode ocorrer inclusive entre microrganismos Gram-negativos
nao relacionados sob o ponto de vista filogenético, ocorrendo, de modo geral,
através de transferéncia horizontal (Tenover, 2006). Dados sobre a evolugéo das [3-
lactamases indicam que estas tém sido encontradas em plasmidios e que estes
foram capazes de se mover entre reinos bacterianos por milhdes de anos,
significando que a mobilizacdo de plasmidios e a transferéncia horizontal ndo séo
fenbmenos ocorridos exclusivamente nos tempos modernos, através de pressao
seletiva com o0 uso de antimicrobianos, na medicina e na agricultura (Hall et al.,
2004).

Além dos plasmidios, os transposons que codificam B-lactamases de
espectro estendido tém sido descritos. Um exemplo é o transposon Tn1331 que
possui dois genes B-lactamase: blaTEM (idéntico ao presente em Tn3) e blaoxa-9
(Tolmasky,2000). A ocorréncia de genes bla em elementos genéticos moéveis
dificulta as tentativas de classificar estes elementos por localizagdo genética
(Heritage et al., 1999). Um outro mecanismo de disseminacdo de genes de
resisténcia, conhecido como integrons, possui como caracteristica a capacidade de
envolver elementos de DNA que medeiam a integracdo de genes de resisténcia por
um mecanismo de recombinacéo sitio-especifica (Lévesque et al., 1995). Integrons
sdo altamente eficientes em recombinagcdo e como sistemas de expressao, sendo
capazes de capturar genes como parte de elementos genéticos conhecidos como
cassete génicos (Machado et al., 2005).

Genes que codificam ESBL séo frequentemente localizados em plasmidios
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 presenca de integrons contendo resisténcia a
antimicrobianos amplamente disseminados em Enterobacteriaceae indica a
existéncia de um reservatorio substancial, potencialmente alimentando a resisténcia
a multiplas drogas no ambiente hospitalar (Machado et al, 2005).

Diversos elementos genéticos desempenham um papel central na evolucao
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bacteriana provendo mecanismos para gerar diversidade e tendo um sistema de
transferéncia capaz de disseminar sequéncias entre outras bactérias, sendo um bom
exemplo o fendbmeno da participacdo de transposons na rapida disseminacdo de
resisténcia antibidtica entre populacdes bacterianas, além daquelas causadoras de
infeccbes hospitalar, e o papel de integrons na manutenc¢ao e disseminacéo do gene
sull em enterobactérias (Gomes-Lus,1998). As bactérias Gram-negativas
apresentam um numero extraordinario de diferentes [-lactamases, sobretudo
cromossOmicas e plasmidiais (Sousa Jr et al, 2004).

As bolsas periodontais podem vir a constituir um ameacga aos individuos
portadores submetidos a esquemas quimioterapicos com B-lactamicos direcionados
a infecgcbes comunitarias. A selecdo mediada pelo antimicrobiano pode favorecer a
disseminacdo de genes de resisténcia para outras espécies que colonizam o
hospedeiro podendo, posteriormente, disseminar para outros individuos através de
contatos. A disseminacdo podera assumir propor¢cdes 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 resisténcia a cefalosporinas de 12 e 22 geracdo e
aminopenicilinas, através do mecanismo mediado para a producéo da enzima AmpC

( Ambler classe C B-lactamase; Bush Grupo 1).



Tabela 1- Esquema de classificagdo das B-lactamases

Grupo

2a

2b

2be

2br

2c

2d

2e

2f

Classe

Molecular

Nao

determinada

Substratos

preferéncias

Cefalosporinas

Penicilinas

Penicilinas,

Cefalosporinas

Penicilinas

Cefalosporinas

Penicilinas

Penicilinas

Carbenicilina

Penicilinas

Cloxacilina

Cefalosporinas

Penicilinas

Cefalosporinas

Carbapenémicos

Maioria dos

lactamicos, incluindo

carbapenémicos

Penicilinas

Bush, Jacoby e Medeiros

Inibicdo

pelo AC.

Clavulanico

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim/Néo

Sim

Sim/Néao

Sim

Sim

Sim

EnzimasRepresentativas

(Exemplos)

Enzima AmpC de bactérias

Gram-negativo;MIR-1

Penicilinases de  bactérias

Gram-positivas

TEM-1, TEM-2, SHV1

TEM-3 a TEM-26, SHV-2 a
SHV-6, Klebsiella oxytoca K1

TEM-30 a TEM-36, TRC

PSE-1,PSE-3,PSE-4

Oxa-1 a Oxa-11, PSE-2

Cefalosporinases induziveis de

Proteus vulgaris

NMC-A de Enterobacter
cloacae,Sme-1 de Serratia
marcescens

L1 de Stenotrophomonas
maltophilia, CcrA de

Bacteroides fragilis

Penicilinases de Burkhoderia

cepacia
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1 OBJETIVOS

A cavidade oral € considerada uma porta de entrada principal de diversos
patdgenos humanos. Patologias periodontais podem ser consideradas micro
ambientes especiais, em virtude de favorecer a formacao de exsudato sérico rico em
proteinas do sistema complemento, além possuirem uma regido de epitélio ulcerado
sendo permissivo a translocacdo microbiana. Em adicéo, estudos vém comprovando
gue algumas das espécies bacterianas encontradas na cavidade oral podem migrar
através do trato respiratdrio ou da corrente sanguinea. Apesar de estudos anteriores
correlacionarem a presenca das enterobactérias em quadros de periodondites, os
diversos aspectos ecologicos e bioldgicos inerentes as diferentes espécies de
enterobactérias isoladas desses sitios, ainda ndo 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 crénica onde 50% dos isolados apresentaram
resisténcia multipla a pelo menos duas classes distintas de agentes antimicrobianos.
Embora o isolamento de espécies de enterobactérias em bolsas periodontais ndo
seja frequentemente valorizado, o fato desses microrganismos apresentaram-se
resistentes aos antimicrobianos e capazes de produzir metabdlitos envolvidos em
processos de degradacado tecidual do hospedeiro, vém estimulando investigacdes
adicionais relativas aos mecanismos de viruléncia e resisténcia aos agentes

antimicrobianos.

1.1 Objetivo geral

O objetivo geral da presente investigagcéo foi o de analisar a expressao de
fatores de viruléncia e os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos da classe
dos B-lactamicos de cepas de enterobactérias isoladas de lesdes de periodontite

cronica.
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1.2 Objetivos especificos

e Caracterizar através de meétodos fenotipicos as diferentes espécies de
enterobactérias previamente isoladas de bolsas periodontais de pacientes

portadores de periodontite cronica.

e Determinar a atividade hidrolitica para substratos diversos das cepas
passiveis de serem associadas aos processos de remodelamento tecidual:

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

e Caracterizar os perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos, identificar
fendtipos de multirresisténcia e determinar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos B-lactamicos de pequeno e largo espectro através da

determinacdo das concentracdes inibitdrias minimas.

e Investigar, através de métodos fenotipicos, a expressdo de resisténcia
ampliada aos antimicrobianos da classe dos B-lactamicos (AmpC) e de

ESBLs nas amostras multirresistentes.

e Pesquisar a presenca de plasmidios codificadores de genes de resisténcia

aos agentes antimicrobianos.

e Realizacdo dos ensaios de conjugacao e transformacdo por metodologias

diversas.

e Pesquisar aspectos moleculares dos mecanismos de resisténcia aos [3-
lactamicos, utilizando iniciadores para genes codificadores de diferentes
ESBL através da técnica de PCR.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras bacterianas e condi¢fes de cultivo

Foram inicialmente avaliadas neste estudo 16 cepas de enterobactérias
previamente isolados de bolsas periodontais de individuos da comunidade
portadores de periodontite crénica (Goncalves, 2005). As cepas foram estocadas por
congelamento —20°C na Disciplina de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. As cepas foram
submetidas a confirmacdo de identificacdo fenotipica, através métodos
convencionais, incluindo os testes de motilidade, producdo de H,S e gas, indol,
fermentacao da glicose e lactose, producao de uréia, utilizacdo de citrato como fonte
de carbono mineral, descarboxilagéo de lisina e ornitina, alem da dehidrolizacdo de
arginina. Durante a realizagdo dos ensaios as amostras foram mantidas através de
passagem em placas de agar soja tripticaseina- TSA (Difco Laboratories, Detroit,
MI).

2.2 Atividade proteolitica

A atividade proteolitica sobre a caseina 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 circulos em agar Muller-Hinton
(Difco) acrescido de Leite desnatado a 3% (Skim Milk, Difco). A leitura foi realizada
através da determinacdo dos halos de hidrolise formados ao redor do crescimento
bacteriano.

A atividade de elastase também foi avaliada através do cultivo das amostras,
em “spots” de 5 uL, na superficie do meio agar Muller-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
hidrolise em torno do crescimento (Sbarra et al., 1960; Edberg et al., 1996).

A atividade proteolitica sobre a gelatina foi determinada através da inoculacéo
das amostras bacterianas em caldo nutriente (Merck, Darmstadt, DE) acrescido de
12% de gelatina (Difco). A liquefacdo 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 37°C 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 desoxiribonucleasica foi realizada através da semeadura de 5 pl
do crescimento bacteriano sob forma de circulo, na superficie de placas contendo
DNAse Test Agar (BBL, Cockeysville, USA) adicionado de 0,01% de azul de
toluidina. Apds incubacéo a 37°C por 48 horas, a atividade hidrolitica sobre o DNA
foi evidenciada pela presenca de halos de coloragdo vermelha. A cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo (Janda &
Bottone, 1981; Edberg et al.,1996).

2.4 Atividade hidrolitica sobre lipideos (lipase e lecitinase)

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

cultivo recente em placas de TSA (Difco) contendo 1% de Tween 80 (Merck). A
presenca de um halo de precipitacdo branco, em torno da semeadura, indicou
atividade lipolitica. 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 apds a
formacéo de um precipitado branco em torno das colénias. Para ambos os testes, as
placas foram incubadas até 21 dias a 37°C, 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

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

Inglaterra). Foram utilizados discos impregnados com o0s seguintes antimicrobianos
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(Oxoid): amicacina (5ug), amoxicilina/clavulanato (30ug/10ug), ampicilina (10ug),
aztreonam (30ug), cefalotina (30ug), cefepima (30ug), cefotaxima (30ug), cefoxitina
(30ung), ceftazidima (30ug), ceftriaxona (30ug), ciprofloxacina (5ug), gentamicina
(10ug), imipenem (10ug). As medidas dos diametros dos halos de inibicdo foram
realizadas apds incubacgdo por 18 horas a 35°C * 1°C. Os critérios de leitura foram
0s 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 sensivel aos beta-lactamicos) e E. coli ATCC 35218 (cepa resistente
aos beta-lactamicos).

A determinacdo das concentracfes inibitérias minimas (CIM) foi realizada
através da técnica da microdiluicdo em placa (volume final de 100 pL/pogo). Foram
utilizados sais dos antimicrobianos ampicilina, ceftriaxona, ceftazidima, cefoxitina,
aztreonam, imipenem, cefepima e cefalotina (Sigma), diluidos em caldo Muller-
Hinton (Oxoid). Para a realizacdo dos ensaios as amostras foram semeadas em agar
TSA (Difco) sendo incubadas a 35°C + 1°C por 18-24horas. A partir do crescimento
foram transferidas cinco col6nias para tubo de ensaio contendo 3 mL de caldo BHI
(Difco), incubando-o a 35°C + 1°C por 6 horas. Posteriormente, transferiu-se uma
aliquota do in6culo para tubo de ensaio contendo 2,5 mL de solucdo salina estéril
(NaCl a 0,85%), de forma a obter turvagcdo equivalente ao padréo 0,5 da Escala de
Mc Farland. Em seguida, uma aliquota de 100uL foi adicionada a um tubo contendo
900 pL de caldo Muller Hinton , configurando a solucéao de trabalho que foi inoculada
na microplaca junto a solucdo de antimicrobianos previamente diluidas. O tempo
entre o preparo do inoculo de trabalho e a deposi¢cao nos pog¢os das microplacas nao
excedeu 5 minutos. Apds incubagdo por 18 horas a 35°C + 1°C, a CIM foi
determinada como a maior diluicdo do antimicrobiano onde nao foi observado o
crescimento microbiano (turvacao), observado sob lente de aumento. Consideraram-
se como resistentes amostras com CIM 232 ug/ml, intermediarias amostras com 8
pg/ml = CIM <32 pg/ml e sensiveis amostras com CIM <8 ug/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 fenotipicos para deteccdo de B-lactamases

Devido a resisténcia a grande parte dos B-lactamicos testados além do
predominio de microrganismos do grupo CESP (C. freundii, Enterobacter spp.,
Serratia spp., Providencia spp) e Morganella morganni isolados dos sitios com
comprometimento periodontal, foram realizados testes fenotipicos para a deteccao
de cefalosporinases (AmpC) e beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). Em
todos os testes fenotipicos, as cepas foram previamente cultivadas em agar Muller-
Hinton. ApGs selecdo de 4-5 colbnias, a suspensédo de trabalho foi preparada em
salina na concentracdo equivalente ao padrdo 0,5 da Escala de Mc Farland,
conforme as recomendacfes do CLSI (2007). As suspensdes bacterianas foram
semeadas e os discos contendo agentes antimicrobianos foram posicionados em
diferentes distancias (centro a centro) seguindo recomendacgdes especificadas para

cada procedimento, conforme descrito por autores diversos.

2.6.1 Testes de deteccdo de AmpC

A enzima AmpC é uma B-lactamase com atividade sobre cefalosporinas de
123, 22 e 32 geracdes. De modo geral sdo induzidas pelo uso de B-lactamicos e sua

producado pode ser observada a partir de testes fenotipicos.

2.6.1.1 Teste cloxacilina

Neste teste, foram posicionados discos contendo 500ug cloxacilina (Neo-
Sensitabs, Rosco Diagnostica S/A, Taastrusp, Denmark), ceftazidima e cefotaxima
(Oxoid), ambos contendo 30ug. O disco de cloxacilina foi posicionado no centro em
equidistancia (centro a centro do disco) de 25mm, entre os discos de ceftazidime e
cefotaxime. Apos incubacdo a 37°C overnight, a observacédo de aumento da zona de
inibicdo entre os antimicrobianos (cefalosporina/cloxacilina) com deformacdo dos
halos com aumento de sensibilidade das cepas para uma das cefalosporinas é
indicativo da inibicdo da expressdao de AmpC. O teste se baseia no fato da
cloxacilina ser inibidor da produgéo 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 inducao de AmpC

Foi empregado a combinacdo de discos contendo 30ug de cefoxitina e
ceftriaxona distantes 25mm centro a centro. A observacdo de reducdo do halo de
inibicdo (acompanhado de deformagéo) observado para a ceftriaxona na interse¢ao

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

2.6.1.3 Teste de Hodge Modificado

O teste de Hodge baseia-se na utilizacdo uma cepa sensivel (cepa indicadora
E.coli ATCC 25922) a cefoxitina (30ug) acompanhada da semeadura perpendicular
ao disco (distante 5 mm da borda do disco) das cepas teste. Caso ocorra a producao
de AmpC pelos isolados sera observado a resisténcia da cepa indicadora, sensivel a
cefoxitina, em torno do crescimento da cepa teste. O aspecto final € a deformacéo
do halo de inibicdo da cepa indicadora (em forma de borboleta) apos o cultivo
durante 18h a 37°C (Yong D, et al; 2002).

2.6.2 Testes fenotipicos para a deteccdo de B-lactamases de espectro estendido

(ESBL)

As cepas clinicas que apresentaram caracteristicas de resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracéo: ceftazidima e ceftriaxona e de quarta geracao:
cefepime, além da resisténcia ao monobactamico aztreonam, através dos testes de
sensibilidade de disco-difusdo e confirmagcdo com MIC acima de 2 pg/mL para a
ceftazidima, ceftriaxone e aztreonam, foram incluidas nos testes para a expressao
fenotipica de ESBL. Todos os testes para a deteccdo fenotipica de ESBL foram
realizados através dos métodos de disco difusdo, com aproximacédo de discos
contendo agentes antimicrobianos ou quelantes.

As cepas teste foram diluidas em solug¢do salina no padrdo 0,5 da escala
nefelométrica de McFarland e semeadas com auxilio de swab estéril em placas de
agar Muller Hinton ajustado de cations. As leituras foram realizadas ap0s incubacao
durante 18 horas a 35°C. 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 producdo de ESBL foi realizada segundo as recomendacdes
estabelecidas pelo NCCLS (2003) e os critérios de leitura seguiram as
recomendacdes do CLSI (2007), através da técnica de disco combinado. As
amostras foram semeadas em confluéncia, em agar Muller Hinton e discos de
antimicrobianos contendo determinado antimicrobiano e o mesmo antimicrobiano
associado ao inibidor de B-lactamase foram distribuidos na superficie das placas
previamente semeadas e incubadas para posterior leitura. Os discos contendo
agentes antimicrobianos utilizados (Oxoid) foram: ceftazidima (30ugQ)-
ceftazidima/acido clavulanico (30/10ug), cefotaxima (30ug)-cefotaxima/acido
clavulanico (30/10ug). Os testes foram considerados como positivos para a
expressdo de ESBL quando ocorre o aumento do halo de inibi¢cdo igual ou superior a

5 mm quando do uso do disco combinado (antimicrobiano + acido clavulanico).

2.6.2.2 Teste de aproximacédo dos discos

Nos testes de aproximacdo foram colocados, sobre as placas semeadas em
confluéncia, discos combinados na posicdo central contendo os antimicrobianos
amoxilina/acido clavulanico (30/10ug). Lateralmente ao disco combinado e em
equidistancia de 20mm (centro a centro) foram colocados discos contendo
ceftazidima e aztreonam. O sinergismo entre os discos com distor¢do dos halos e
formacdo da chamada zona fantasma caracteriza a suspeita de positividade para a
producéo de ESBL (Fig.1B; . 1B>).

2.6.2.3 Teste de disco duplo modificado (TDDM)

As amostras que apresentaram alteracdes nas CIM foram testadas através da
técnica do disco duplo modificado. Os discos contendo 0s agentes antimicrobianos
foram depositados em duas placas distintas equidistantes 30 mm e 20mm (centro a
centro) de um disco de amoxicilina contendo clavulanato de potassio (30/10 ug)
posicionado no centro da placa de Petri, conforme as Figuras 2B;, 2B,. Foram
utilizados 0s seguintes agentes antimicrobianos: Ceftazidima (CAZ), Cefotaxima
(CTX), Ceftriaxone (CRO), Cefepime (CPM), Aztreonam (ATM) e Cepirome (CPO).



39

As varia¢cbes nos halos de inibicdo, com presenca de sinergismo entre os halos
guando da aproximacao dos discos entre os antimicrobianos, foram interpretadas
como resultados positivos para deteccéo de ESBLs. (Tzelepi, et al, 2000).

2.6.2.4 Deteccdo de metalo-fB-lactamases (MBL)

Foram empregados discos contendo inibidores com atividade quelante de ions
metalicos, visto que a atividade enzimatica neste grupo de enzimas é dependente de
ions metélicos. Foram utilizados discos contendo os antimicrobianos ceftazidima
(30ug) e imipenem (10ug), separados entre si por 5cm de distancia (centro a centro).
e um disco estéril de papel de filtro ndo impregnado, posicionado a 2,5cm de cada
substrato. No disco ndo impregnado foram adicionados 3uL de solu¢do néo diluida
de MPA (4cido 2-mercaptopropiénico, Aldrich Chemical Company, Inc., EUA). Na
porcdo inferior da mesma placa, foram posicionados discos de CAZ e IMP
separados entre si por 4cm de distancia (centro a centro), e um disco estéril de
papel de filtro ndo impregnado, posicionado a 1cm de cada substrato, no qual
adicionou-se 10uL de solugcdo de EDTA(acido etileno-diaminotetracético, Merck,
darmstadt DE) a 0,5M. As cepas P. aeruginosa 166 (amostra clinica 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 inibicdo entre os agentes quelantes e o0s agentes
antimicrobianos denotou sinergismo entre 0os agentes quelantes de ions e a inibicéo
da atividade de MBL (Mendes et al, 2006).

2.7 Experimentos de transferéncia de resisténcia aos B-lactamicos

2.7.1 Conjugacao bacteriana

A amostra doadora (resistentes aos B-lactamicos) e receptora (E. coli K12
R23 resistente a 100ug/ml de rifampicina, e sensivel aos B-lactamicos) foram
cultivadas por 18 horas em caldo de BHI a 37°C. As amostras doadoras e amostra
receptora foram misturadas nos volumes de 50ul(doadora) e 450ul (receptora),

respectivamente, em tubos contendo 4,5mL de caldo BHI. Apos incubacéo por 3hs a
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37°C sem agitacdo. Apos este periodo 0,1mL(100ul) da mistura foi plaqueada em
agar Mdller Hinton duplamente seletivo contendo 100pg/ml de rifampicina e
100pg/ml de ampicilina, incubadas por 24/48hs a 35-37°C. Apés observacao do
crescimento bacteriano as cepas sdo confirmadas bioquimicamente e realizada o
antibiograma. A extracdo do DNA plasmidial e eletroforese foram realizadas para a

verificacdo da transferéncia de marcadores de resisténcia.

2.7.2 Transformacao

2.7.2.1 Extracao e purificagdo de plasmidios

O crescimento bacteriano em MH, foi submetido a lise celular com 200 ul de
solucdo 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 desnaturagéo irreversivel do DNA cromossomal. Apés o
tempo de incubacédo, 200 pul de fenol cloroférmio (v/v) foram adicionados a mistura,
posteriormente submetida a homogeneizacdo por movimentos de leve inversao dos
tubos e separacdo das fases por centrifugacdo 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 superficie forrada com Parafilm “M” (American National Can™)
para ser misturado, também cuidadosamente, com 0,2 volumes de tampdo de
corrida (azul de bromofenol 0,25%, glicerol 50% e Tris- HCL 50mM pH 8,0(Gibco
BRL). A preparacdo de DNA foi entdo acondicionada em slots construidos 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 tém pesos moleculares de 147 Kb, 63Kb,
35,9 Kb e 7 Kb.

Os géis foram corados em solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/ml),
descorados em agua destilada, analisados em transiluminador UV, fotografados e
registradas em sistema de fotodocumentacdo EDAS 120 (Kodak). As condi¢des das

corridas do gel foram de 55 Volts e 45 mA.
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O DNA plasmidial também foi extraido pela metodologia de Midi-preparacéo
para a obtencdo de grandes quantidades de plasmidio, para os experimentos de
transformacao 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 50ug/ml, incubadas sob agitacdo constante
(300rpms) por 16 horas a 37°C. Apds o crescimento as células foram coletadas por
centrifugacdo a 10000 xg por 20min a 4°C. O pellet foi ressuspenso em 100ul de
25mM Tris HCL (Sigma) pH8.0 contendo 10mM EDTA (Merck, Darmstadt, DE) e
50mM de glicose (Merck). Em seguida, foram adicionados 200ul de NaOH (Merck) a
0,2 N em 1% de dodecilsulfato de sddio (SDS-Sigma). Ap6s homogeneizac¢do por
inversado, foram adicionados 150ul de acetato de potassio (Merck) a 3M (pH 4,8).
Apbés homogeneizacdo, foram misturados 150ul de cloroférmio (Merck). Apds
cetrifugacdo 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 precipitacdo do DNA. Apés
centrifugacéo (12000 x g) por 5 minutos, o sedimento foi lavado com etanol 70%
(temperatura ambiente), deixado secar e em seguida ressuspenso em 50ul de 10mM
Tris.HCL (pH 8,0 e 1mM EDTA (TE, pH8.0). Ap6s o tratamento com 0,5uL de RNase
(10mg/ml por 5 min a 37°C), 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 eletroporacdo: a
cepa DHb5a foi cultivada em 5ml de meio LB em frasco erlenmeyer de 50ml a 37°C
overnight sob agitacdo moderada (200 rpm). Apds crescimento uma aliquota de 1ml
da cultura foi inoculada em 100ml de meio LB estéril. Apds novo cultivo sob as
mesmas condi¢cles e até a obtencdo de turvacdo equivalente a uma absorbéancia de
0.5 a 0.6 em comprimento de onda de 600nm (espectrofotometro B295IIl, Micronal,
Rio de Janeiro), as células foram submetidas ao banho de gelo por 10 minutos e,
subsequentemente, transferidas para tubos conicos (Falcon de 50ml) previamente
resfriados e os microrganismos centrifugados a 3.200 x g por 20min a 2°C, em

centrifuga refrigerada CL3R (IEC). O sedimento foi ressuspenso em agua
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deionizada milliQ gelada no mesmo volume da cultura original (100ml). Ap6s mais
dois procedimentos de centrifugacdo nas mesmas condi¢des, o sedimento foi
ressuspenso em 100mL agua deionizada adicionada de 8mL de glicerol a 10%.
ApoOs adicional processo de centrifugacao por 20 minutos, igual quantidade de uma
solugcéao de glicerol a 10% foram adicionados ao sedimento. A suspenséao final de
células competentes foi aliquotada em volumes de 100ul, submetidas ao
congelamento rapido em gelo seco e alcool e estocadas imediatamente em freezer —
70°C.

2.7.2.3 Transformacao de bactérias por eletroporacao

Para a realizacdo do procedimento de eletroporacdo foi adicionado 1ul da
solucéo contendo plasmidio extraido das amostras de enterobactérias isoladas de
bolsa periodontal apresentando resisténcia mdultipla aos beta-lactamicos. Os
produtos obtidos a partir das reacdes de ligacdo eram utilizados nas transformacdes
de bactérias pelo método de eletroporacéo realizado com o auxilio do eletroporador
(Gene Pulser Il Electroporation System- Bio- rad Laboratories), programado para um
voltagem de 2.5KV, 25uF° e um pulso de 200Q.

Apbs programado o aparelho, adicionou-se 1ul da reacdo de ligacdo ou do
plasmidio de interesse em 40ul de E.coli DH5a eletrocompetente. A mistura era
transferida para uma cubeta de eletroporacédo de 0,2cm previamente gelada e entédo
submetida ao pulso desejado. Imediatamente apds aplicado o pulso, adicionou-se 1
ml de meio SOC e transferia-se todo o conteldo para um tubo conico de
polipropileno (Falcon) de 15 ml, seguindo-se incubac&o por 60 min a 37°C com uma
velocidade de 200 x g. ApoOs esse periodo de incubacdo o material era centrifugado
a 14000 x g por 1min em microcentrifuga (Eppendorf- 5415 C) e o precipitado
ressuspenso em parte do sobrenadante era semeado em placas de meio LB-agar
suplementado com (ampicilina 100ug/uL ou canamicina 40 pg/pL), segundo o
interesse. As placas incubadas a 37°C por 24horas eram analisadas posteriomente.
As colonias transformantes foram analisadas e utilizadas nos experimentos
(Hanahan, 1983; Maier et al., 2004).
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2.7.2.4 Transformacao bacteriana pelo cloreto de calcio (CaCly)

As amostras de enterobactérias previamente selecionadas foram semeadas
em 2.0 mL de meio LB liquido 18 horas. inocular 500 pL desta cultura em 50 mL de
meio LB liquido no Erlenmeyer de 250 mL e observar o crescimento até a
concentracéo de células alcancar 10° células/mL (DOggo ~ 0.1).

Transferimos assepticamente a cultura para um tubo de centrifuga de
polipropileno e centrifugar por 10 min. a 4.000 x g a 4°C, decantar o sobrenadante
das células e ressuspender em 10 mL de 0,1 M de CaCl, gelado e centrifugar por 10
min. a 4.000 x g a 4°C. 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 CacCl,
gelado,transferir para tubos de microcentrifuga aliquotas de 200 uL da suspenséao de
células e adicionar o DNA a ser inserido na bactéria (uma fragdo ou todo o produto
de uma reacdo de ligacdo por exemplo). Incubar as células por 30 min. em banho de
gelo e transferimos as células para um banho-maria a 42°C por 90 segundos.
Retorna-las para um banho de gelo e incuba-las por cerca de 2 min. Adicionamos
800 pL de meio SOC a cada um dos tubos de microcentrifuga contendo as
bactérias.Incubar as culturas por 45 minutos num agitador a 37°C, centrifugamos os
tubos em microcentrifuga a 14.000 x g / 1 min.

Descartamos o sobrenadante e transferimos o volume apropriado de cultura (até 200
puL) para placa de Petri contendo meio SOB-agar (com 20 mM de MgSO,) com o

antibioético apropriado.

2.8 Pesquisa dos genes codificadores de B-lactamases por PCR

A pesquisa molecular da producido de B-lactamases foi realizada através da
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), de acordo com a metodologia
descrita por Hasman (2005). As amostras previamente selecionadas foram

semeadas em Miiller Hinton contendo 100ug/mL de Ampicilina (Sigma).
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2.8.1 Extracdo do DNA bacteriano por lise térmica

As amostras foram semeadas em agar CLED e incubadas a 35+2°C por 18-
24h. Ao término deste periodo, uma colbnia isolada foi semeada em 3mL de caldo
BHI. Apds incubacdo a 35+2°C por 18-24hors, 200uL do crescimento bacteriano
foram adicionados a 1,8mL de agua destilada (1:100) para a leitura da absorbéancia
(D.O.) em espectrofotbmetro (B295 Il Micronal, SP, Brasil) em comprimento de onda
de 580nm. As suspensfes foram ajustadas para a obtencéo de turvacéo equivalente
a D.O. = 0.2 e entdo distribuidas em microtubos nos volumes de 100 pL. Apds
centrifugacéo por 2 min a 12.000 x g o sedimento foi ressuspenso em 1200uL de
agua deionizada estéril e a suspensao submetida ao banho fervente (100°C) por 10
min. Apés nova centrifugacdo 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 reacdes de amplificacdo em cadeia da polimerase.

2.8.2 Reacdo em cadeia da polimerase — PCR

As reacOes de PCR foram realizadas pela utilizacdo dos iniciadores da marca
Invitrogen (Carlsbad, California, USA), direcionados para a deteccao dos seguintes
genes codificadores de B-lactamases: blargw, blaspyy, blacrx, blacuy-2. € Tn5/Tn2;
Tn3/Tn4. As sequéncias dos iniciadores e os pesos moleculares dos produtos
amplificados sdo mostrados na Tabela 2.

A mistura da reacdo, composta de uma solugdo com volume de 25uL, contém:
1uL de DNA alvo (retirado da solucdo de 50 uL TE com uma colbnia da
amostra),0,75ul MgCI2 (1,5 mM), 2,5ul da mistura de DNTP (DATP, DTTP, DCTP
e DGTP) (CENTBIOT enzymes, Rio Grande do Sul, BR), 2,5ul do tampéo 10X de
reacdo do PCR (PCR buffer- Tris-HCL 100mM PH 8,3; KCL 500Mm) (CENTBIOT
enzymes),13 uL de &gua miliQ e 0,25ul de Tag DNA polimerase (CENTBIOT
enzymes), 2,5ul de cada oligonucleotideo iniciador.

Em todos os ensaios, tanto o DNA molde quanto a mistura da reacdo foram
manipulados em condi¢cbes assépticas em areas distintas, mantidas separadas para
evitar contaminacgao das solu¢cbes com acidos 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 reacéo foi distribuido
em eppendorfs previamente identificados. As reacdes foram conduzidas a
Termocicladora  (Mastercycler-Eppendorf, Alemanha). As condicbes da
termocicladora variam de acordo com o primer utilizado. A tabela 3 mostra as
condi¢cbes das reacdes conduzidas em termocicladora para cada primer. Ao término
das reacdes, os produtos de amplificacdo, foram retirados da termocicladora e
mantidos em gelo. Os amplicons obtidos apds as reacdes de amplificacdo foi
misturado delicadamente ao corante Dye for gel (0,25% Azul de Bromofenol, 30%
Glicerol, PH=8,0, 1M Tris) na propor¢ao 1:6. Os produtos de amplificacdo foram
separados em gel de agarose ( Gibco BRL, New York, USA) a 2%. Os produtos de
amplificagdo 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. ApOs este
periodo foi corado com solucdo de brometo de etideo (0,5ul/ml) e descorado em
dgua destilada. Os géis foram documentados com auxilio do sistema de
fotodocumentacdo EDAS 120.
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Tabela 2 - Primers e sequiéncias utilizados para realizacao da técnica de PCR

Produto Referencias

Gene Iniciador e Sequéncia (5°— 3’) amplificado
blatewm 5-TTG GGT GCA CGA GTG GGT TA-3’ 5((|)03bp)b Arlet & Philipon,
5-TAATTG TTG CCG GGA ACC TA-3 oo
blasny 5-TCG GGC CGC GTA GGC ATG AT-3 625pb Arlet & Philipon,
5-AGC AGG GCG ACA ATC CCG CG-3’ oo
blacTx-m-1 5- GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC-3’ 499pb Pitout et al.,
5-AGC CGC CGACGC TAATACA -3 2004
blaspm-1 5-CCT ACA ATC TAACGG CGA CC-3 593 pb Gales et al.,
5-TCG CCG TGT CCA GGT ATAAC- 3 200
blawp-1 5-CTA CCG CAG CAG AGT CTT TGC-3’ 648 pb Senda et al.,
5-CTA CCG CAG CAG AGT CTT TGC-3’ 9%
blacuy-2 5- GCACTTAGCCACCTATACGGCAG-3 758pb Hasm et al.,
5- GCTTTTCAAGAATGCGCCAGG-3’ , 200
blatn-s 5-CGT TTG TCA GGC ACA GTC AAATCC-3
bla tn-2 5-TTC CAC TGC GGC TGC CAG T-3’ o7oPP Aida Duarte
et al., 2003
bla tn-3 5- CGG ATG AGG TCA CGG ATA ACG CC-3’

bla tn-4 5'-TTA CTG TAG CGC GTC GAG GAT ATG G-3’




Tabela 3 - Condi¢des da termocicladora para realizacdo da técnica de PCR
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Primer Condicdes da Termocicladora

blarem

94°C(10min),94°C(2min),54°C(1min),72°C(2min)35ciclos 72°C(7min)
blashy

94°C(10min),94°C(2min),60°C(1min),72°C(2min)35ciclos 72°C(7min)
blacTx-m-1

98°C(2min),94°C(1min),55°C(1min), 72°C(1min)30ciclos 72°C(10min)
blarnsn2rNsTNg
94°C(3min),94°C(1min),63°C(2min),72°C(2min)35ciclos 72°C(8min)

blacmy-2

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

blaspm-1

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

blamp-1

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

3.1 Isolamento de enterobactérias de lesdes periodontais

O estudo anterior demonstrou o isolamento de enterobactérias em 20% da
populacdo investigada, ndo ocorrendo prevaléncia de isolamento relacionado ao
género, conforme o 1° trabalho publicado (Gongalves et al., 2007 — Anexo 1). As
espécies encontradas nas bolsas periodontais de pacientes de periodontite cronica
incluiram: 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 estdo descritos na
Tabela 4.

3.2 Atividades enziméaticas

Através ensaios de degradacdo de substratos em meios de cultivo, foi
possivel observar a atividade hidrolitica sobre substratos diversos, representando a
capacidade das cepas clinicas de degradar proteinas de matriz tecidual (induzindo
ativacdo celular e, portanto remodelacao tecidual), proteinas séricas (formacdo de
peptideos apresentando natureza inflamatdria), lipideos de membrana celular
(causando danos a integridade da membrana das células hospedeiras) e sobre o
DNA (induzindo a geragdo de oligonucleotideos com natureza inflamatoria apos
interacdo com receptores Toll-like) (Tabela 4).

Conforme observado na Tabela 4, quando levados em consideracdo os trés
substratos de natureza protéica (caseina, gelatina e elastina), foi possivel observar
que apenas duas cepas clinicas (PcOM37 e PcOM46) ndo exibiram atividades
proteoliticas. A atividade proteolitica sobre a caseina 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 proteolitica sobre a gelatina foi observada para
a maioria das amostras (87,5%). A atividade elastolitica 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 enzimaticas e perfis de resisténcia aos antimicrobianos das
amostras de diferentes espécies de enterobactérias isoladas de bolsas periodontais de
pacientes com periodontite crbnica

Atividade enzimatica para os substratos

Espécies / amostras/
resisténcia aos antimicrobianos

Caseina  Gelatina  Elastina Tween Lecitina DNA

Atividade enzimatica para os substratos

Espécies / amostras/
resisténcia aos antimicrobianos

Caseina Gelatina  Elastina Tween Lecitina DNA

Enterobacter cloacae

PcOM 46 } - - - B} .
AMP, AMC, ATM, CAZ, CRO, TET

PcOM 5 - + . . . .
AMP, AMC, GM

PCOM 25 - + . . . .
AMP, AMC, AM

PcOM 26 } + - - B} .
TET, CM

PCcOM 17 . + + - . .
AMP, AMC

PcOM 15 } + - - B} .
AMP, AMC

PcOM 37 } - - - B} .
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

Antibidticos: AMP: ampicilina; AMC: amoxacilina + acido clavulanico; AM: amicacina; ATM: aztreonam; CAZ:
ceftazidima; CRO: ceftriaxone; CM: cloranfenicol;, GM: gentamicina; STX: sulfametoxazol + Trimetoprim; TET:
tetraciclina. Todas as amostras foram sensiveis ao Imipenem.

Todas as amostras foram B-hemoliticas para hemacias de carneiro
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A atividade de lipase, representada pela degradacdo do Tween 80, foi
evidenciada apenas para a amostra S. marcescens PcCOM63. Entretanto, a atividade
de lecitinase foi observada apenas para as cepas da espécie S. marcescens.

A atividade hidrolitica sobre o DNA foi observada apenas para os isolados da
espécie S. marcescens.

A cepa S. marcescens PcOM63 foi a que apresentou maior atividade
hidrolitica sobre os substratos diversos, enquanto as cepas E. cloacae PcOM37 e
PcOM46 foram aquelas que ndo expressaram atividades hidroliticas sobre quaisquer
dos substratos. Conforme observado na Tabela 4, ndo foi possivel estabelecer uma
correlacao entre a producdo enzimas hidroliticas e a resisténcia aos antimicrobianos.
Apesar da amostra S. marcescens PcOMG63 ter sido a cepa que apresentou maior
padrdo de resisténcia multipla acompanhada do maior espectro de expressdo de
enzimas hidroliticas, a cepa E. cloacae PcOM46 foi a que mais apresentou
resisténcia aos antibidticos da classe dos beta-lactamicos, com menor expresséo de

enzimas hidroliticas sobre os substratos testados.

3.3 Sensibilidade aos antimicrobianos

Os resultados relativos a resisténcia aos agentes antimicrobianos das
amostras de enterobactérias oriundas de bolsas periodontais avaliadas através do
teste de difusdo em agar estdo apresentados na Tabela 4. Foi observado que a
maioria das amostras de enterobactérias apresentou resisténcia a ampicilina (15/16
(93,75%)) e amoxacilina/clavulanato (14/16 (81,25%)). Apenas a amostra de E.
cloacae PcOM26 foi sensivel a ampicilina. As amostras C. freundii PcOM7.3 e K.
pneumoniae PcOM19 apresentaram resisténcia a ampicilina e sensibilidade a
associacdo ampicilina+acido clavulanico, sendo sensiveis a todos os outros B-
lactamicos.

Uma amostra de E. cloacae (PcOM46) foi resistente as penicilinas,
cefalosporinas e aztreonam, sugerindo a expressdo de uma beta-lactamase de
amplo espectro (ESBL). As cepas que apresentaram sensibilidade intermediaria
foram consideradas resistentes. Todas as amostras, independente da espécie foram

sensiveis ao imipenem.
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Foi verificado que 09 das 16 amostras (56,25%) isoladas das lesdes de
periodontite crdnica apresentou resisténcia multipla 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-
resisténcia diferentes. Os maiores niveis de multirresisténcia foram observados para
as amostras E. cloacae PcOM46 e S. marcescens PcOM63. Apenas a amostra E.
cloacae PcOM26 expressou multirresisténcia, sendo sensivel a todos os f-
lactamicos testados. No presente estudo, ndo foi possivel correlacionar a expressao
fenotipica da resisténcia multipla aos agentes antimicrobianos com as atividades
enzimaticas para os diferentes substratos testados. As cepas de S. marcescens
foram aquelas que expressaram maior grau de resisténcia multipla e de atividade
enzimatica para substratos diversos (Tabela 4).

Devido ao fato da alta frequéncia de deteccdo de resisténcia das cepas
incluidas no estudo aos antimicrobianos das classes dos [-lactamicos, foi realizada
a determinacdo das concentragfes inibitdrias minimas (CIM) aos antimicrobianos
desta familia. Os valores relativos as CIM dos p-lactamicos das amostras
selecionadas em funcao da resisténcia aos diferentes farmacos estdo expressos na
Tabela 5. Dentre as cepas testadas que apresentaram resisténcia nos testes de
difusdo em agar, a resisténcia a ampicilina (valores >64ug/mL) foi confirmada
através da determinacéo das CIM. A cepa E. cloacae PcOM26 sensivel a ampicilina
pelos testes de difusdo em agar apresentou padrdao de sensibilidade similar ao da
cepa controle (E. coli ATCC 25922).

Todas as cepas da espécie E. cloacae apresentaram resisténcia a
cefalosporina cefoxitina (MIC >64ug/mL), exceto a PcOM26 (MIC=32ug/mL). Tem
sido descrito na literatura, que esta cefalosporina induz a expresséo da B-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 sensivel a
cefalosporina de terceira geracédo ceftazidima exceto as cepas PcOM46 e PcOMS5,

gque apresentaram resisténcia ao quimioterapico.
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Tabela 5 - Determinacdo das concentracdes inibitérias minimas dos
antimicrobianos da classe dos B-lactdmicos para as cepas de enterobactérias
resistentes a ampicilina isoladas de bolsas periodontais

AMP CRO CFO CAZ CEP ATM IMP
E.coli
25922 32ug <lug 32 ug <lug <lug <lpg <1lpg
E.cloacae
PcOM46 >1024pug  >1024pg >1024ug 256ug 7519 37,5ug 18,75ug
PcOM5* >1024pug  >1024pg >1024ug 256ug 1,17ug 9,37ug 18,75ug
PcOM15 128ug 8ug 2569 <lug <lug 1,17ug 9,37ug
PcOM17 256ug 2ug 256pug <lug <lug <lpg 4,68ug
PcOm25 1024pug <lug >1024ug <lug <lug <lpg 2,34ug
PcOm26 32ug <lug 32ug <lug <lug <lpg 1,17pg
PcOM37 512ug <lug 64ug9 <lug <lug <lpg 2,34ug
S. marcescens
PcOM63 512ug <lpg 32ug <lug <lug <lpg 2,34ug
PcOM68 128ug 8ug 32ug <lug <lug <lpg 4,68ug
K.pneumoniae
PcOM19 128ug <lpg 8ug <lug <lug <lpg 1,17pg
P.agglomerans
PcOM23 128 pg 8ug 256ug <lug <lug <lug 9,37ug

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 resisténcia a
diversos B-lactdmicos, o que néo foi evidenciado durante a fase inicial dos testes de difusdo em agar
(resultados expressos na tabela 4).

by by

O padrdao de resisténcia a ceftazidima e a cefalosporina de 42 geracao,
cefepime com valores para CIM acima de 8ug/mL (para a ultima), expressos pela
cepa PcOM46, sugere a expressao de 3-lactamase de espectro estendido. Todas as
cepas, incluindo as amostras de E. cloacae, que apresentaram resisténcia a
cefoxitina foram testadas fenotipicamente quanto a expressao de B-lactamases
(AmpC e outras ESBL).

3.4 Expresséo fenotipica de B-lactamases
Devido a expressao de resisténcia a mais de um antibiético B-lactamico por

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

(PcOM63 e PcOMG68) foi realizada a anélise fenotipica para B-lactamases divesas.
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3.4.1 Expressao de AmpC

Foi observado que as amostras PcOM5 e PcOM46 apresentaram deformacéo
nos halos de inibicdo para os antibidticos CAZ e CRO, quando o disco contendo
cloxacilina foi adicionado em distancia de 25mm (Figuras 1A e 1B). Os halos
deformados s@o compativeis com a inibicdo da enzima AmpC pela cloxacilina. A
cepa controle, E. coli ATCC 25922 nao apresentou distor¢cdes nos halos de inibicao
(Figura 1C).

A expressdo 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, sensivel a cefoxitina, para o interior do halo de inibicdo, em
sinergismo as 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

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

Os testes de aproximacdo dos discos de cefoxitina e ceftriaxona também
demonstraram a producdo de AmpC pelas cepas E. cloacae PcOM46 e PcOM5. A
deformacéo do halo de sensibilidade a ceftriaxona quando da aproximacédo do disco
de cefoxitina, tendo em vista o estimulo a producdo de AmpC, foi verificada pela

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

Todas as outras amostras da espécie E. cloacae isoladas de bolsas
periodontais foram sensiveis as cefalosporinas de segunda, terceira geracdo e
quarta geracdo, com excecdo da cefoxitina (indutor de AmpC), sugerindo que as

amostras ainda ndo expressam ou nao possuem os genes de AmpC.

3.4.2 Expressao de ESBL

Os testes fenotipicos para a producdo de beta-lactamase de espectro
estendido utilizando os discos combinados, conforme preconizado pelo CLSI, ndo
foram capazes de detectar a presenca de ESBL pelas amostras multirresistentes
analisadas. Nao ocorrendo o aumento de sensibilidade para as associagdes

ceftazidima/acido clavulanico (30/10ug) e cefotaxima/acido clavulanico (30/10ug),
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gquando comparadas com a utilizacdo dos discos contendo ceftazidima (30 pg) e
cefotaxima (30ug), respectivamente.

Os testes de aproximacdo dos discos laterais de ceftazidima (30ug) e
aztreonam (30ug), e amoxacilina/acido clavulanico (30/10pg) também né&o foram
capazes de detectar a presenca de ESBL para as cepas PcOM46 e PcOM5 (Figuras
2A e 2B)

A técnica de disco duplo modificado, entretanto, foi capaz de detectar ligeira
deformacdo do halo de inibicdo da ceftazidima com sinergismo para
amoxacilina/acido clavulanico para a amostra PcOM46, sugerindo a expressao de
uma B-lactamase de espectro estendido (Figura 2C). As outras amostras, incluindo a
cepa PcOM5 (Figura 2D), ndo expressaram deformacdes nos halos de inibicéo,

sugerindo a auséncia de expressao de B-lactamases de espectro estendido.

Os ensaios de deteccdo da expressdao de metalo B-lactamases (MBL)
demonstraram que somente a amostra PcOM 46 apresentou resultado positivo. Foi
observada a distorcdo do halo de inibicdo do crescimento da cepa na regido onde
houve a difusdo do agente quelante MPA e EDTA na intersecdo dos discos

contendo ceftazidima e imipenem (Figura 2E).
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Figura 1 — Deteccao fenotipica de AmpC

Testes de aproximacdo 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 deformacéo
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: auséncia de deformagdo dos halos pelas cepas E. cloacae PcOM15
(1E-4), E.cloacae PcOM25 (1E-5) e E.cloacae PcOM37(1E-6).

Teste de Indugdo AmpC. A indugéo da producédo de AmpC promove a zona de achatamento entre os
halos. Sugere a deteccéo de uma enzima AmpC(E.cloacae) PcOM 46(1F).
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Figura 2 — Deteccdo fenotipica de ESBLs. Testes de aproximacdo de discos. As
amostras E.cloacae PcOM 46(2A), E.cloacae PcOM5(2B). Auséncia de sinergismos

entre os halos.

Teste duplo modificado. As cepas E.cloacae PcOM5(2C); E.cloacaePcOM46(2D), respectivamente. A
seta indica a deformacéo do halo para a associagdo amoxacilina/acido clavulanico pela cepa E.cloacae
PcOMA46, sugestivo de expressdo de uma ESBL.

Deteccdo Metalo-B-lactamase(2E). Deformacéo dos halos de inibicdo com surgimento de sinergismo
entre os discos contendo acido mercaptopropidnico (MPA) e acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
apenas para a cepa E.cloacae PcOM46. A cepa P. aeruginosa SPM166 foi utilizada como controle
positivo.


7

57

3.5 Deteccao de plasmidios

Devido ao fato de algumas beta-lactamases em especial as ESBL poderem
ser codificadas por plasmidios, foi realizada a pesquisa de plasmidios nas cepas
isoladas de bolsas periodontais que apresentaram resisténcia amplificada aos [3-
lactamicos.

A figura 3 mostra a migracdo eletroforética em gel de agarose dos DNAs
plasmidiais extraidos das amostras de interesse, além dos marcadores de pesos
moleculares da cepa R 861 (cepa que contém plasmidios de pesos moleculares
conhecidos) e da cepa E. coli K12 R23 utilizada como controle negativo sem
plasmidios (cepa vazia). As amostras PcOM5, PcOM46 e PcOM63 apresentaram

plasmidios de diferentes pesos moleculares.

3.6 Pesquisa de expresséo de beta-lactamases de natureza plasmidial

Com o intuito de analisar se a resisténcia microbiana aos beta-lactamicos era
passivel de ser transferida por plasmidios, experimentos de transferéncia plasmidial
foram realizados envolvendo amostras isoladas de bolsa periodontal, portadoras de
plasmidios de diversos pesos moleculares, e a cepa indicadora sem plasmidio. Os
experimentos de conjugacdo nao detectaram a transferéncia de plasmidios
codificadores da resisténcia aos B-lactamicos através de plasmidios conjugativos ou
de processos de conjugacao.

O extrato contendo o DNA plasmidial das cepas E. cloacae PcOM5 e PcOM46
e S. marcescens PcOM63, apdés os procedimentos de transformacdo por
eletroporacédo e pelo CaCl, também nao induziram a resisténcia aos B-lactamicos
pela cepa de E. coli K12 (vazia) sensivel a amoxacilina e resistente a rifampicina.
Tais resultados sugerem que a resisténcia aos B-lactamicos seja de natureza

cromossomial.

3.7 Pesquisa de genes codificadores de B-lactamases através de reacdo em

cadeia da polimerase

A resisténcia aos B-lactamicos para as diversas espécies de enterobactérias

em especial no grupo CESP pode ser mediada por diferentes genes parte deles de



58

natureza cromossomial. As amostras foram entédo testadas através das reacfes de
PCR, para verificar a presenca de produtos de amplificacdo para os genes ampC,
blasnhy, blatem, blacwmy-2, blactx-m, blame-1, blaspm-1.

A reacdo em cadeia da polimerase para a presenca do gene ampC revelou a
presenca de produtos de amplificacdo apenas para a cepa E. cloacae PcOM46. As
demais cepas de E. cloacae ndo demonstraram produtos de amplificacdo para este
gene. Curiosamente, a cepa E. cloacae PcOM5 expressou fenotipicamente a
resisténcia do tipo ampC, ndo apresentou produto de amplificagéo para o gene nas
condi¢cbes de amplificagéo descritas.

A pesquisa do gene blasyy, uma B-lactamase de natureza cromossomial,
descrita inicialmente em amostras de S. marcescens somente detectou amplificacéo
para a cepa PcOM68. O DNA extraido por lise térmica da cepa PcOM63, que
apresentou 0s maiores niveis de resisténcia aos B-lactamicos, também ndo permitiu

a amplificacdo do gene de resisténcia blaspy.

A pesquisa para os genes de B-lactamases blacyy2 € blactx.v nas cepas
isoladas de bolsas periodontais ndo lograram resultados positivos para a deteccao
destes genes codificadores de ESBL conhecidos na literatura, utilizando iniciadores
universais. Apenas a cepa E. cloacae PcOM46 exibiu amplificacdo para o gene
blatem, com 0 amplicon correspondente ao tamanho esperado (figura 6). Tais dados
confirmam a presenca de dois genes para -lactamases distintos ampC e blargy, em

cepa isolada de microbiota de sitio periodontal.

Apesar da cepa E. cloacae PcOM46 ter apresentado resultado fenotipico para
a expressdo de uma metalo B-lactamase, ndo houve amplificacdo do material
genético bacteriano quando dos ensaios com os iniciadores direcionados a deteccao

dos genes MBL mais conhecidos na literatura: blaspu-1 € blajwe 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 plasmidios de pesos moleculares
diversos); 2- cepa E. coli K12 R23 (controle negativo para a presenca de plasmidios);
3- cepa S.marcescens PcOMG68; 4- cepa E.cloacae PcOM63; 5- cepa E.cloacae

PcOMDb5; 6- cepa E.cloacae PcOM46.
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Figura 4 - Gel representativo da reacdo de amplificacdo em cadeia da
polimerase para o gene AmpC.

Eletroforese em gel de agarose dos produtos da reacéo de amplificacdo em
cadeia de polimerase para o gene ampC. Linha 1- 1Kb DNA Plus Ladder
(marcador de peso molecular); linha 2- controle da reagéo contendo todos os
reagentes exceto o extrato de DNA total; linha 3- controle positivo cepa E.
cloacae Fiocruz P99; linha 4- cepa S.marcescens PcOMG68; linha 5- cepa E.

cloacae PcOMb5; linha 6- cepa E. cloacae PcOM 46.
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Figura 5 - Gel representativo da reacdo de amplificacdo em cadeia da
polimerase para o gene blaspy.

Eletroforese em gel de agarose dos produtos da reacdo de amplificacdo em
cadeia de polimerase para o gene blasyy. 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 blasyy: linha 3- cepa S.
marcescens PcOM®68; linha 4- cepa S. marcescens PcOM 63; linha 5-

controle da reagédo contendo todos o0s reagentes exceto o extrato de DNA
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Figura 6 - Gel representativo da reacdo de amplificacdo em cadeia da
polimerase para o gene blatgwm,

Eletroforese em gel de agarose dos produtos da reacdo de amplificacdo em
cadeia de polimerase para o gene blatgm. 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 PcOMS5; linha 5- cepa S.
marcescens PcOM 63; linha 6- cepa S. marcescens PcOMG6S8; linha 7-
controle negativo E. coli K12; 8- controle da reacdo contendo todos os

reagentes exceto o extrato de DNA total.
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4 DISCUSSAO

As lesdes de periodontites vém sendo descritas como microambientes
especiais para a colonizagdo bacteriana, favorecendo o intercambio entre espécies
microbianas associadas a evolugdo da doenca, com o aprofundamento das bolsas
periodontais. Analises moleculares dos sitios que apresentam periodontite cronica
revelaram a presenca significativa de grupos de microrganismos anaerobios 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 sitios gengivais sadios ocorria o predominio de
espécies Gram-positivas incluindo estreptococos e actinomicetos, além de Gram-
negativos tais Veillonella parvula (Sokransky et al., 1998).

Os estudos que investigam as associacdes microbianas mais frequentemente
observadas nas periodontites tém sido realizados através do uso de sondas de DNA
genbmico total através da técnica de “checkerboard” (Sokransky et al., 1998;
Colombo et al., 2002). Entretanto, sédo 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 investigacdes relativas a prevaléncia de
enterobactérias em bolsas periodontais, foram observadas diferencas significativas
em populacdes de diversos paises. Enterobactérias foram observadas em 14% dos
pacientes com periodontite crénica nos Estados Unidos, enquanto na Republica
Dominicana e no Sudao as frequéncias de isolamento foram 67% e 92%,
respectivamente (Slots et al., 1991; Ali et al., 1994). No Brasil no estudo conduzido
anteriormente em nosso laboratério (Gongalves, 2005) foi observado o isolamento
de 16 (20%) amostras de enterobactérias a partir de material colhido de bolsas
periodontais de pacientes portadores de periodontite cronica: 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 contrario do observado por outros autores (Barbosa et al., 2003;
Slots et al. 1991), apenas uma Uunica espécie de enterobactéria foi isolada do

material coletado (Gongalves, 2005).
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O papel das enterobactérias e outros microrganismos que nao Ss&o
participantes dos complexos descritos por Sokransky e colaboradores (1998) no
contexto das doencas periodontais permanece indefinido. Isto se deve parcialmente
ao fato de ndo terem sido avaliados a freqiiéncia e o numero de tais organismos nos
sitios que apresentam formas diversas das doencgas periodontais. Portanto, neste
estudo foram investigadas questfes acerca das enterobactérias isoladas de bolsas
periodontais tais como a presenca de enzimas hidroliticas e a resisténcia multipla
aos agentes antimicrobianos. Quanto a expressdo de enzimas hidroliticas, foi
possivel observar que as enterobactérias isoladas de bolsas periodontais
expressaram enzimas capazes de degradar substratos diversos.

As bolsas periodontais contém, além dos produtos celulares, o fluido gengival
rico em proteinas derivadas do plasma humano, incluindo anticorpos e proteinas do
sistema complemento. Diversos microrganismos sao capazes de produzir proteases
que contribuem para a aderéncia, aquisicdo de nutrientes, invasédo e dano tecidual
(Saglie, 1991; Nakamura et al., 1991; Pemberton et al., 1997). Proteases elaboradas
por periodontopatdogenos tal como a P. gingivalis sdo capazes de degradar
anticorpos humanos da classe das IgG, proteinas do complemento, além de
proteinas da matriz extracelular dentre elas o colageno humano (Nakamura et al.,
1991). Proteases de P. gingivalis, designadas atualmente como gingipainas, sao
liberadas no ambiente junto com outros fatores de viruléncia como p.ex. LPS
(Kamaguchi et al., 2004). A gingipaina é capaz de modificar as propriedades de
adesdo intercelular de células endoteliais através da degradacdo de caderinas e
integrinas, além de induzir apoptose (Sheets et al., 2005).

As serina-proteases com atividade de sobre a caseina tém sido apontadas
como fatores de viruléncia 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 aquisicdo de nutrientes, através da
degradacdo de proteinas em aminodcidos, as caseinases teriam a capacidade de
degradar diversas moléculas envolvidas na imunidade inata, incluindo proteinas 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 proteolitica sobre o substrato gelatina foi apresentada pela maioria
das amostras de enterobactérias, incluindo Enterobacter sp. A liquefacéo da gelatina
bovina é frequentemente utilizada para a caracterizacdo de colagenases
bacterianas. O colageno do tipo | € um dos mais abundantes componentes da matrix
extracelular, sendo relativamente resistente a clivagem proteolitica direta por
proteases enddgenas e exdgenas. Dentre as proteases enddgenas capazes de
degradar o colageno, destacam-se as metaloproteases de matrix (MMP). As MMP
sdo formadas como proteinas precursoras inativas que adquirem a forma ativa
através de processamento proteolitico por enzimas tais como elastases hospedeiras
(proveniente de leucécitos polimorfonucleares) e bacterianas (Grab et al., 1996;
Okamoto et al., 1997; Juarez & Stinson 1999). Portanto, as gelatinases produzidas
pelas enterobactérias isoladas de bolsas periodontais (Gongalves, 2005), poderiam
participar da degradacdo de matriz tecidual observado durante as fases de
destruicdo periodontal.

A elastina é também um componente da matriz extracelular que contribui para
a elasticidade e resiliéncia de muitos tecidos, incluindo os pulmdes. A producéo de
elastase tem sido apontada como um marcador de amostras invasivas de P.
aeruginosa ha etiologia das infeccfes do trato respiratério inferior, particularmente
em pacientes com fibrose cistica (Janda & Bottone, 1981; Beatty et al., 2005;
Mithieux & Weiss, 2005). Duas amostras isoladas produziram elastase uma E.
cloacae e uma K. pneumoniae. Tais espécies sao isoladas com freqiiéncia de casos
de pneumonias comunitarias e hospitalares. Tal fato reforca os sitios periodontais
como reservatérios potenciais de patdgeno, capazes de disseminar para o trato
respiratério inferior, conforme proposto por diversos autores (Oliveira et al., 2007,
Luigi Nibali et al.,, 2009;). A atividade elastolitica também € considerada um
marcador molecular da evolugdo dos processos periodontais e detectado no fluido
gengival proveniente de sitios com periodontite crénica. A atividade elastolitica do
fluido gengival é aparentemente liberada apdés a ativacdo de polimorfonucleares
neutrofilos (Gustafsson et al., 1992; Ingman et al., 1994).

As proteases microbianas ndo séo inibidas por inibidores de proteinases do
hospedeiro e ainda sdo capazes de degrada-los, o que favorece a atividade das
cascatas de proteases do hospedeiro, que podem ser ativadas através dos
componentes microbianos, acelerando o processo de inflamacdo (Maeda, 1996).

Assim a diversidade enzimatica proteolitica observada para as espécies detectadas



66

neste estudo poderia contribuir para progressdo do processo inflamatorio de forma
sinérgica com os outros patdgenos envolvidos nas periodontites cronicas.

As cepas de S. marcescens (Gongalves, 2005) foram as Unicas capazes de
produzir DNase, lipase e lecitinase. As DNases bacterianas sdo enzimas ativas no
aumento da disponibilidade de nucleotideos e portanto na captacdo de nitrogénio a
partir da hidrolise de DNA. As DNases também exercem papel importante na
disseminacdo bacteriana através da liquefacdo da secrecdo purulenta. Foi
demonstrado que os neutrofilos sdo capazes de liberar o conteddo dos granulos e
cromatina nuclear, formando redes de fibrilas capazes de aprisionar e matar
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. A desagregacao das fibrilas de
DNA apé6s adicdo de DNases exdgenas 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 regides CpG. Tais regides ricas
em GC poderiam ativar os receptores Toll-Like 9 (TLR-9). A inoculacéo intra-dérmica
de DNA plasmidial induziu dermatites mediadas pela interacdo de DNA bacteriano
com macrofagos através de tais receptores (Sawamura et al., 2005).

As lipases e lecitinases bacterianas sdo enzimas com atividade de monoacil,
diacil ou triacil-glicerolhidrolases capazes de degradar &cidos graxos e outros
lipideos. Evidéncias indicam que a lecitinase de Clostridium perfringens é um fator
de viruléncia principal na mionecrose associada a gangrena gasosa em virtude do
seu efeito deletério sobre a membrana celular do hospedeiro. A fosfolipase C é
capaz de interferir com a regulacdo das vias de transducdo de sinal em células
endoteliais, plaquetas e em neutréfilos acarretando a producdo exacerbada de
mediadores intra-celulares e moléculas de adesédo e portanto alterando o trafego de
granulécitos ao tecido infectado. Amostras de S. marcescens tém sido isoladas de
diversos casos de pneumonia adquirida no ambiente hospitalar, especialmente em
neonatos (Milisavljevic et al., 2004). Devido ao fato da mucosa do respiratorio inferior
ser recoberta por surfactantes de origem protéica e lipidica (dipalmitoil-glicerol), é
provavel que a atividade lipasica e/ou lecitinasica favoreca 0s patdogenos
respiratorios presentes na cavidade oral durante o processo infeccioso do trato
respiratorio inferior.

Dentre as cepas de enterobactérias isoladas de bolsas periodontais

(Goncalves, 2005) a espécie S. marcescens foi a que apresentou maior diversidade
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de atividades enzimaticas sobre os substratos testados, exceto para a elastina. As
amostras de E. cloacae, embora tenham sido isoladas com maior frequéncia, foram
incapazes de expressar atividade enzimatica para os substratos de natureza lipidica
(tween 80 e lecitina), DNA e caseina. Entretanto, 71% delas foram capazes de

liquefazer a gelatina e apenas uma foi produtora de elastase.

Alguns estudos analisaram a resisténcia das enterobactérias isoladas de
sitios da cavidade oral aos agentes antimicrobianos diversos. Entretanto, n&o
existem investigacbes detalhadas acerca da resisténcia mdltipla aos agentes
antimicrobianos apresentados pela familia Enterobacteriacea isoladas dos sitios da
cavidade oral. Nesta investigacdo as enterobactérias apresentaram um alto padréo
de resisténcia mdltipla (a duas ou mais classes distintas de agentes
antimicrobianos), atraveés dos ensaios de sensibilidade por disco difuséo.

A resisténcia multipla aos antimicrobianos constitui problema crescente,
mundialmente, sobretudo quando relacionadas as infeccGes 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 resisténcia multipla entre as enterobactérias nao ocorreu de forma
randémica para todos os antimicrobianos. Esta fortemente associada a presenca de
integrons (elementos capazes de integrar-se as moléculas de DNA) e que o
fenbmeno é independente da espécie bacteriana e da origem de isolamento. A
microbiota foi apontada como sendo de grande importancia na disseminacdo dos
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos entre 0s microrganismos comensais
e patogénicos (Andremont, 2003). E provavel que no contexto da microbiota
periodontal, tais microrganismos, portando mecanismos de resisténcia diversos aos
antibioticos, sejam agentes de disseminacdo de genes de resisténcia (p ex
transposons), incluindo entre os patégenos periodontais, podendo estar relacionados
a quadros de periodontite refrataria, conforme sugerido por diversos autores
(Seymour et al., 1991; Handal et al.,, 2003). Além dos quadros associados as
periodontites refratarias, também é possivel que pacientes internados, portadores de
cepas multirresistentes em bolsas periodontais e sulcos gengivais adquiridas na
comunidade, poderiam estar mais susceptiveis ao desenvolvimento de infec¢cdo de

natureza enddgena desenvolvida no ambiente hospitalar.



68

Os padrdoes de resisténcia aos antimicrobianos das diferentes classes,
avaliados através da metodologia de difusdo em agar, foram abordados em estudo
anterior (Goncalves, 2005) e os aspectos preponderantes foram discutidos no artigo
destacado no anexo 1 (Goncalves et al., 2007). No presente trabalho, os esforcos
foram direcionados a investigacdo dos mecanismos relacionados a resisténcia aos
antimicrobianos da classe dos [3-lactamicos.

Foi observado um nivel elevado de resisténcia a ampicilina (antibiético com
padréo de sensibilidade similar a amoxacilina), em torno de 94% (somente a cepa E.
cloacae PcOM26 apresentou sensibilidade). Apenas 3 cepas (18,75%) mostraram-
se sensiveis a amoxacilina/clavulanato (um inibidor de B-lactamase). Resultados
similares foram obtidos por Barbosa e colaboradores (2001), que encontraram um
padrao de sensibilidade a amoxicilina/clavulanato de 20% (4 cepas sensiveis das 20
isoladas de pacientes com periodontite na cidade de Sao Paulo). Cabe ressaltar que
a amoxacilina é um dos antibiéticos mais utilizados na clinica odontoldgica visando a
prevencdo das endocardites bacterianas consequentes a terapia dentaria ou
cirurgias orais (Dajani et al., 1997). E possivel que os pulsos estabelecidos durante
as terapias antimicrobianas direcionadas aos processos infecciosos diversos,
incluindo processos relacionados a cavidade oral, promovam ndo apenas as
propriedades seletivas, como também favorecam a expressdo de genes tanto de
natureza cromossomial como presentes em elementos moveis.

Sob o prisma da expressao de enzimas hidroliticas sobre os antibiéticos -
lactamicos, diversos microrganismos em especial: grupo CESP (Citrobacter sp,
Enterobacter sp, Serratia sp e Providencia sp), Morganella morganii e P. aeruginosa
sdo capazes de produzir a B-lactamase do tipo AmpC. Para E. cloacae, foi descrito
gue as cepas possuem um gene cromossomial, o que configura um padrdo
intrinseco de resisténcia através da expressao de AmpC. Entretanto, o padrdo de
resisténcia mediado pela AmpC nao € constitutivo, isto € as amostras apresentam-
se inicialmente sensiveis as penicilinas e cefalosporinas de 22 geracdo, e a
resisténcia é evidenciada apenas apds a introducdo da terapéutica antimicrobiana
(Flavia Rossi et al., 2005; Kaneko et al., 2005; Dias. et al., 2007). Nos testes de
sensibilidade in vitro, esse padrdo de resisténcia pode ser observado com o
surgimento de poucas colbnias resistentes no interior de grandes halos de
sensibilidade as cefalosporinas em especial a cefoxitina, uma cefalosporina indutora

da producdo de AmpC. No presente estudo a amostra PcOM5 mereceu atencéo
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especial, pois, durante a realizagdo dos testes de difusédo em agar, foi verificada a
sensibilidade as cefalosporinas. Apdés a repeticdo dos ensaios foi observado o
surgimento de colbnias no interior dos halos de inibicdo da cefoxitina e do
ceftriaxone. As colbnias do interior dos halos foram utilizadas nos experimentos
subsequentes para a andlise da resisténcia (dados ndo mostrados). Sendo assim, a
expressdo da resisténcia 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
possiveis variacfes na sequéncia dos nucleotideos dos genes ampC, tendo em vista
gue a cepa PcOM5 expressou fenotipicamente a enzima e seu material genético nao
permitiu a amplificagdo pelos iniciadores utilizados nesse estudo, como observado
para as outras cepas isoladas de lesdes de periodontite crénica.

A expressdo de AmpC também pode ser mediada por plasmidios.
Enterobactérias e outros bastonetes Gram-negativos que ndo possuem genes
cromossomiais codificadores de AmpC podem adquirir resisténcia por enzimas
dessa classe através da aquisicdo de elementos moveis. Sao 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 inicio deste estudo, a CMY
era a AmpC plasmidial mais freqientemente detectada entre os isolados de
processos infecciosos de natureza hospitalar, o que justificou os nossos esforcos na
pesquisa deste gene entre as amostras isoladas de bolsas periodontais. Entretanto,
nao ocorreu amplificacdo por PCR quando da utilizacdo de extratos de DNA por lise
térmica das cepas de interesse pelos iniciadores utilizados, mesmo entre as
amostras que apresentaram plasmidios: E cloacae PcOM5, E cloacae PcOM46 e S.
marcescens PcOMG63. Apesar de outras AmpC terem sido descritas mais
recentemente, a CMY continua sendo de grande importancia na resisténcia 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 B-lactamase de espectro estendido
cromossomial codificada pelo gene blasyy. As B-lactamases do tipo SHV, ao

contrario das AmpC, sao inibidas pelos inibidores de [-lactamases (acido
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clavulanico). Entretanto, as SHV possuem um amplo espectro sobre penicilinas e
cefalosporinas. No presente estudo, ambas as cepas S. marcescens PcOM63 e
PcOM®68 foram resistentes a ampicilina e a associacdo ampicilina/acido clavulanico,
apesar de haver diferencas nos halos de inibicdo entre os dois antimicrobianos (o
que indica a atividade de beta-lactamase inibida pelo acido clavulanico — ou a classe
2 de Bush), (dados ndo mostrados). Na&o foi observada a resisténcia de nenhuma
amostra de S. marcescens isolada de bolsa periodontal aos outros B-lactamicos, que
ndo a ampicilina, tanto através da metodologia de disco difusdo quanto pela
determinacao das CIM. Entretanto o produto de amplificacdo para o gene blaspy foi
observado apenas para a cepa S. marcescens PcOM68. Sendo assim, existe o
potencial, ainda que néo tenha sido observado fenotipicamente, das amostras de S.
marcescens de lesdes periodontais poderem ganhar o ambiente nosocomial a partir
de pacientes internados e disseminar no ambiente hospitalar estabelecendo-se
como microrganismo multirresistente aos antibioticos da classe dos B-lactamicos.

De forma diferente da amostra E cloacae PcOMb5, a cepa E cloacae PcOM46
demonstrou, desde o inicio dos experimentos, o fendtipo de resisténcia aos [3-
lactamicos diversos. Isto sugere a pressao seletiva prévia sofrida por esta amostra,
provavelmente pelo uso de B-lactamicos, e em periodo superior a 6 meses antes da
coleta de material da bolsa da paciente 46, tendo em vista que 0s pacientes que
sofreram procedimento quimioterapéutico antimicrobiano 6 meses antes do inicio do
tratamento periodontal foram excluidos do estudo (Gongalves et al., 2007). Sua
resisténcia as cefalosporinas de 32 (ceftazidima) e 42 (cefepime) geracg@es, além da
resisténcia ao aztreonam chamou a atengdo para a existéncia de outra(s) B-
lactamase(s) de espectro estendido. Ao realizarmos os testes para a deteccao de
ESBLs inibidas pelo acido clavulanico, conforme metodologia preconizada pelo CLSI
(Jarlier V. et al., 1988), a cepa PcOM46 nédo forneceu resultados positivos para
outras B-lactamases. Isto ocorreu em virtude da expressao da AmpC, enzima néo
inibida pelo acido clavulanico (Pitout. et al., 2003; Mirelis et al., 2006). Este aspecto
dificultou as investigacdoes de ESBLs. Apenas em um dos testes de aproximacéao de
discos foi possivel observar que a cepa E. cloacae PcOM46 de fato possuia uma (3-
lactamase inibida pelo &cido clavulanico. A alta frequéncia na disseminacdo de
genes de resisténcia entre as bactérias e os rearranjos destes, traz a necessidade
de recorrer a testes genéticos para deteccdo de certos genes, devido a possivel

interferéncia na transcricdo e expressdo fenotipica destes podendo tornar a
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interpretacéo dubia dos testes fenotipicos (Tzelepi et al., 2000.). Outros autores vém
demonstrando que algumas cepas de enterobactérias podem apresentar resultado
falso negativo no teste para a producdo de ESBL com o teste de disco duplo
(sinergismo), provavelmente pela presenca na mesma cepa do gene B-lactamase e
0 gene comumente cromossomal AmpC (Szabd et al., 2005). Além disso, a
hiperprodugcdo de AmpC, observado por alguns isolados clinicos, mascaram outras
ESBL (Kaneko et al., 2005).

A amostra PcOM46 apresentou amplificacdo para o gene TEM, uma das
primeiras B-lactamases descritas logo apés a introdugcdo massiva dos
antimicrobianos da classe dos [B-lactamicos durante os anos 60 (G.Arlet e A.
Philippon, 1991). Técnicas de epidemiologia molecular demonstram a emergéncia
de outras ESBL ao longo dos ultimos 20 anos entre as enterobactérias isoladas de
infeccdo hospitalar, com predomino de CTX-M, SHV e CMY (Pitout, 2010; Szilagyi et
al.,2010). Entretanto, as B lactamases do tipo TEM continuam circulando entre os
isolados hospitalares de alguns paises. O fato de detectarmos a presenga dessa B-
lactamase, identificada h4 mais tempo, nos leva a supor que 0S genes para a
enzima estejam sofrendo pressao seletiva e portanto ela seja mais comum entre 0s
microrganismos presentes em microbiota humana ou adquiridos de forma
comunitaria. Recentemente, uma investigacdo detectou a presenca de
enterobactérias possuindo genes da ESBL CTX-M na microbiota fecal de criancas e
seus contactantes (criancas e adultos) em Hong-Kong (China). Foi observado que o
isolamento das enterobactérias portadoras de CTX-M foi significativamente maior em
criancas que tinham vivido em regifes rurais por mais de 3 meses e naqueles
submetidos a internacdo hospitalar por periodos curtos de tempo. A presenca 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, ndo
foi possivel estabelecer contato com a paciente da qual a cepa E. cloacae PcOM46
foi isolada, para fazermos analises posteriores, acerca da manutencdo da
colonizacdo bucal ou mesmo fecal pela amostra e nem de seus contatos
domeésticos.

Além das enzimas mencionadas, ndo foram detectadas outras ESBL
testadas, apesar da cepa E. cloacae PcOM46 ter apresentado resultados fenotipicos
positivos para MBL. Nenhum dos isolados permitiu a amplificacdo de metalo B-

lactamases testadas: IMP e SPM. Outras enzimas capazes de destruir o0s
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carbapenems incluindo a KPC e a MBL VIM também vém emergindo em Varios
paises, incluindo no Brasil. Entretanto, os testes para deteccao destas 3 lactamases
em isolados da microbiota dos sitios periodontais ainda s&o propostas para
investigacdes futuras.

A producédo de ESBLs por enterobactérias tem sido documentada desde da
introducao clinica das cefalosporinas de 32 geracdo. Entretanto a hiperproducéo da
enzima AmpC (cromossomal/ induzivel) e de outras ESBL podem ser mediadas por
plasmidios (moléculas de DNA extra cromossomais), capazes de serem transferidos
entre bactérias através de conjugacdo bacteriana, transformacgéo ou transducao e,
além da resisténcia aos antimicrobianos, pode conter genes de resisténcia a metais
pesados, a radiacdo ultravioleta e a bacteriéfagos (Timmis et al., 1986). A
transferéncia de genes de resisténcia pode estar envolvida com a mobilizacdo de
plasmidios e de blocos de genes presentes nestes e, assim, aumentar, cada vez
mais, a mobilizacdo e distribuicdo da resisténcia entre diferentes espécies
bacterianas.

A resisténcia aos antimicrobianos em bacilos Gram-negativos € comumente
mediada por plasmidios R e por genes transportados em transposons e intregrons
(Gémez-Lus,1998). Em hospitais e centros de saude de diferentes partes do mundo
tem sido descrita a disseminacéo de cepas produtoras de ESBL e a transferéncia de
plasmidios que codificam e conduzem a significativas mudancas na resisténcia a
antimicrobianos no ambiente hospitalar (Espinal et al, 2004).

No presente estudo, observamos a presenca de plasmidios, nas amostras
que apresentaram perfis MR, entretanto ndo foi possivel comprovar a transferéncia,
através dos ensaios de conjugacao bacteriana, entre as cepas Kip(receptora) e as
doadoreas: PcOM5; PcOM 46; PcOm 63. ApOs varias tentativas de transferéncia
plasmidial por diversos métodos, nao foi possivel comprovar a transferéncia,
fenotipicamente. Permanece a sugestdao de que plasmidios presentes nas cepas
estudadas poderiam ndo ser conjugativos ou que o perfil de resisténcia apresentado
fenotipicamente poderia ser de origem cromossomal, ou devido a presenca de
elementos genéticos mdveis como integrons, transposons e/ou seqiéncias de
insergcédo (IS). Tais elementos genéticos vém sendo relatados na literatura como
importantes na transferéncia horizontal de genes que codificam resisténcia a B-
lactdmicos. Analise das regides promotoras, em bactérias produtoras de -

lactamases transportadas em plasmidios, revelam IS mdveis como, por exemplo,
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IS26; 1S903; ISEcpl, que podem desempenhar um importante papel de
disseminagdo de genes ESBLs. As sequéncias de insercdo (IS) viabilizam a
transferéncia de genes de resisténcia do cromossomo bacteriano para plasmidios,
assim como o inverso. Porém, outros elementos como integrons podem estar
implicados na transferéncia desses genes (Eckert et al, 2006). A resisténcia a
antimicrobianos provenientes de integrons e sua associagdo com outros elementos
genéticos, também envolvidos na resisténcia antimicrobiana, pode explicar sua
ampla disseminacdo no ambiente hospitalar devido ao constante aumento da
pressdo seletiva (Schmitz et al, 2001). Os cassetes génicos estdo em continua
mudanca dependendo da pressao seletiva dos antimicrobianos (Yu et al,2003). Uma
diversidade de integrons codificando resisténcia para antimicrobianos tem sido
relatada em diferentes ambientes e mudancas no contetdo do cassete genético, tém
sido descritos na vigéncia de pressao seletiva dos antimicrobianos (Machado et al,
2005).

Aléem do envolvimento de enzimas na resisténcia aos antimicrobianos da
classe dos B-lactamicos, outros padrdes de resisténcia tais como as bombas de
efluxo também tém sido observadas. Estudos detectaram cepas de Klebsiella sp.
com alteracdes das proteinas de membrana externa e, tais modificacées,sugerem a
expressdo de um sistema complexo, envolvendo o efluxo dos antimicrobianos,
contribuindo para a reducdo da concentracdo intracelular da droga. Se tal
mecanismo ainda estiver associado a producdo de [-lactamases, um efeito
inativador da droga estaria associado ao efluxo da mesma (Bujdakova et al, 2000;
Jacoby & Munoz-Price, 2005 Paterson & Bonomo, 2005). O mecanismo de bombas
de efluxo nos isolados de enterobactérias de lesBes periodontais ainda nao foi
explorado até o momento. Portanto, a deteccdo dos diversos mecanismos de
resisténcia em enterobactérias isoladas de bolsas periodontais constitui objetivo de
investigagdes futuras.

A deficiéncia relativa & atencdo com os cuidados de higiene oral € fato comum
em pacientes internados em UTIs, o que poderia propiciar a coloniza¢ao do biofilme
bucal por microrganismos patogénicos, especialmente por patdgenos capazes de
ganhar o trato respiratorio inferior. Estudos recentes mostraram que a quantidade de
biofilme em paciente internados em UTI, aumenta com o tempo de internagéao,
paralelamente também ocorre aumento da detecgdo de patdgenos respiratérios que

colonizam o biofilme formado nas superficies bucais (Scannapieco, et al., 2003).
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Convém lembrar que os patégenos respiratorios que colonizam o biofilme s&o mais
dificies de serem debelados, uma vez que a organizacdo em biofilme propicia uma
protecdo as bactérias, tornando-as mais resistentes aos antibiéticos do que as
bactérias planctbnicas (Scannapieco, et al.,, 1992). Deve-se ressaltar que o0s
pacientes com alteragdo do nivel de consciéncia, condigdo comum UTI, aspira
maiores quantidades de secrecfes da cavidade bucal (Fourrier, et al., 1998). A
adocdo de medidas de prevencdo e controle como: lavagem de maos,
estabelecimento de isolamento, uso racional de antimicrobianos e o monitoramento
da resisténcia sado essenciais para a contencdo da disseminagdo de cepas
multirresistentes envolvidas em surtos e na perpetuacdo de genes de resisténcia.
Entretanto, a cavidade oral como fonte de infeccdo vem sendo valorizada mais
recentemente. Medidas de inclusdo dos cirurgides dentistas em UTIs vém sendo
implementadas pelos 6rgdos de classe para a melhoria das condi¢cdes de saude
bucal e prevencdo de infeccbes no trato respiratério inferior. Procedimentos de
controle microbiano nas superficies bucais e em tubos utlizados durante a
ventilacdo mecanica (tubos orotraqueais) acompanhado da utilizacdo de solucbes de
uso tépico com o intuito de controlar a colonizacdo bacteriana, reduzem a gravidade
das doencas orais (Scannapieco. et al., 2009). Muitos patdgenos respiratérios,
incluindo as enterobactérias e outros bastonetes Gram-negativos circulam em UTIs
causando grande dificuldade de controle.

Na maioria das situacdes, 0S microrganismos que portam genes para a
expressdo de enzimas modificadoras de antibidticos, incluindo as B-lactamases, sdo
considerados como de circulagdo hospitalar. A deteccdo de microrganismos na
microbiota das lesdes de periodontite crénica, que albergam genes para as B-
lactamases constitui aspecto importante de como cepas de circulagdo comunitaria
poderia ganhar o ambiente hospitalar e serem selecionadas em nivel nosocomial

pela utilizacdo dos agentes antimicrobianos.
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5 CONCLUSOES

A partir do isolamento e identificacdo das seis diferentes espécies de
Enterobactérias a partir espécimes clinicos oriundos de bolsas periodontais dos

pacientes portadores de periodontite crénica foi possivel concluir:

As amostras de enterobactérias apresentaram diferencas qualitativas quanto a
capacidade de expressdo de atividades enzimaticas para o0s substratos caseina,
gelatina, elastina, Tween-80, lecitina e DNA.

Um padréo de resisténcia multipla (P.ex. resisténcia a mais de duas clases de
antimicrobianos) foi observado para 50% dos isolados pesquisados. As atividades
enzimaticas ndo foram correlacionadas com o padrdo de resisténcia aos
antimicrobianos.

Um padrdo majoritario de resisténcia a ampicilina e a ampicilina/acido clavulanico
foi observado entre as amostras bacterianas.

Amostras de enterobactérias isoladas de bolsas periodontais expressam enzimas
capazes de degradar os antimicrobianos da classe dos - lactamicos.

Foram detectados plasmidios nas principais cepas resistentes, mas nado foi
possivel correlaciona-los com o padrdo de resisténcia bacteriana aos p-lactamicos.

Foram detectados produtos de amplificagdo para genes de [-lactamases
capazes de permitir expressdao de resisténcia bacteriana a penicilinas,

cefalosporinas, carbapenemas e monobactamicos.
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Introdudion

Abstract

Aims This imestigafion aimed to iolate enteric rods from subgingival sites of
patients presmting chronic perindontitis lesions, and to swess antimiicrabial
resistance and axpression of hydralytic snzymes.

Mathods and Resulte Enterabacteriaceas were izolted from 20% patients, and
assayed for anfimicrobial susceptibility and hydrolytic enzymes with spedficity
to different snhstrates. Isolates comprised seven Enrerphacter doame (43758 ),
five Serraria marcereas (3 1-25%), me Klebrials pnanmonise (§25% ), one Enge-
rohacter aergrenes (5 25% ), one Pantoen agglomrerams | &25%), and one Cifrph-
acter freundil (6253 ) Gelatimase acfivily was obsaved for 75% sitraing
camemnase ad slastase was prodoced by six and heo strains, respectivedy. DiNase,
ledihimase and lipase were empressed by 5. mareres. Most of sinim wee
resistant to ampicllin (9% 75% ) and amoridlin/clvolanic acid {#1°25%% ) The
majority of strains were susceptible to cephalosporing and artrennam. Entero-
hacteria remained suscapiinle to Imiipnam, srepiomycin and Anoroquinokmes.
Hegisfanor o gantamidn amdkacn, sulamethoxaznlsithrimethoprim, tetracpc-
bine, and chloramphemiool wers alen abserved. Eight straing presented mul tipls
drog 1esistanos

Cionclusions Subgmgival sites from perindomtal dissases comtaing mml i -nes istamit
and hpdrolytic snzyme-prodocing snterabacteria that may oontriboe to overall
Signifimnce and Impact of the Study: Enterobacteria isolated from pafients
generally comsidersd as healthy individoak posss periodontal dissazes as reser-
voIr far systamic infections partioularly I immunoocompromissd @nd hospital-
mred hosts

may he partially due o ingestion of comtsminated drink-
ing water or food, or alen by madequate peremal hygiens

The complex omal micobiota, normally in squilibriom in
health, comtaing more than 500 different bacterial spedes
mmchding enteric Gamensgative rods (Gendron er al
30} Enterabacterial species have hesn detectsd in amal
cavity of Immunocompromissd mdnidoasls inchding
home marrmw-transplonted {Galili er @l 1995}, and @ncer
pafimis sobmitted to chemotherapenfic  proceduores
(Memman e al 1997 Diffsrences In prevalence of
enterabacteria in the omal avily n cerlan popuolitons

(Slots er al 1988 Barbosa er al ZO00) A 4=ypear bongild-
inal investigation detectsd a mean prevalence of X75% of
miteric Gramenegative rods, oomprisng 5™ of eniero-
hacieria, i the oral cavity of healihy pre-schoal children
in Hong Kong | Sedgley ef al. 19970

Mimohial suceession may oconr with predommance of
smme macterial species in the development of both dental
mries md perindontal dissase {Gendron of @l A00)L Per-
iodontal diseases are prabably the most comman chronic
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mfections/mflammainry disorder in aduobs leading to
toath loss m absence of appropriate trefment Same pro-
cadures, such as administration of antimicrolhal agents aor
mauth rinses containing chlatheddine might lead to the
partial suppression of perindonfifis-assodated anaeTolhc
micrakbiota along with overgrowih of enterabacterial spe-
cies {Slots eral 19911

In Brarl, 79% of 53 dentaie sobjects, aged 3=
1} years ald, presmted perindonial pockeis (Sosin er al
A ), which might exert an ideal niche for onloniration
by farmbative Grame-negtive hacilli. Stodies of subgingival
micrafinta of Brarilan sijects demonstrated the pres-
ence aof enteric (zram-negative rods such as Serrafia mar-
cercens, Flebriells acpfoca, Engerobacter sp and Flupvera
crpocrercens. Maost of the wolites sxhibited resistamce to
amtihiotics nsed in the management of periodontal dicsos=
(Barhowa er @l 3001} In addition, checkerhoard DM&=
DHA hybridizafion of clinical spedmens of patients with
untreaied chromic perindontitis detected the ocowrence of
umsnal species induding Escherichia coli {Colombo er al
02

Perindomititis lesioms i characterived by the predomin-
ance of spedfic Gram-negative hacterial species In gingival
crevice, acoomphlished with formation of a perodontal
pocket which graatly fivonrs firther acoomulatfion and a
shift in the proportioml compositon of micrabioia | Soc-
mansky ef @l 1998} The participation of enferic rods in
the progression of chronic periodontitis and m the Gilwre
af perindontal therapy remans mnclar Whether perio-
donial sites act as a resmrvar for patentially virolent andf
ar mulfi-resistant enferobacteria implicated in spsemic
digsaze, & aleo o matte of conceern. This study aimed to
determine the presence of different enterabacterial spedes
in lesions of chronic periodontits pafists from Rio de
Janeira, Bmazil, in addition to the ascescment of erpres-
sion of some eximacellnlar hydroltic snzrymes and miibi-
otic suscepfibdlity profiles of the bacterial isnlates

Materials and methods

Bacterial strains and sampling procedwres

Eighty suhjeds from dental division of Hospital Marclia
Diias, Rio de Janeiro, Brarl, aged 3560 years old and
pres=nfing at least two perindontal active sites [ie pro-
hing depth =% mm, with hlesding on prabing and other
signs of mflammation {porolent dischatge oedema),
poompanied by radiographic evidenos of alvedlar bone
loss]| were sdecied for sampling Testh were isolated,
drisd and spragingival hiofilm removed with sterile
gue prior to sampling procsdurs Sterile paper poims
were imserted intn the periodomtal podksts wmitd firm
resistance md mainfained for &0 = The paper ponis wers
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poalsd, immmediately dispenssd into test tohes contaming
MacConkey broth (Meck, Darmstad, {(e=many), md
mmbated for 48 h/37C. Abquots were faken and
straaked onto MacConksy sgar plates and CLED agar
{(Meck) and incubated for more 48 h/37C Colonies of
mepeded snieric rods wers identified ax previonsly
descrined (MacFaddin 2000 Former 5703} Briefly, Gram-
negafive badlh with oxidass-negative and ghooe fermen-
tation profiles {{OF) were snhmitted to biochemdical fests
mduding: Methyl redNVoges-Proskmer fests; motibity;
H.5, indal. and DMase (X)) prodoction; wiilzation of
ditrate; decarhoilation of ysine and amnithine; dehydraki=
mation of arginine; fementafion of diverse arbahypdrates
Bacterial straing were maimamed froren at —80°C in 10%
skimmed milk (Difoo Labs, Detnoit, MI U8A) and an
Trypticase say agar {TSA, Dika) plates during the experi-
menits. Preudomonas arrupinera ATOC XTESY was oeed as
oomiral for profealpic activity. Asomonss  hpdrophda
ATOC T was nsad as positive comirol for Diase, hipass
and ledthinase ftests FExherichia coli ATCC 259X and
ATOC 35218 | befa-lactamess prodocer sirain) wene nssd
in the validatinn of antiviotic susceptitility tests (MWOCLS
208 Distrimtion of spedes isolated from perindontal
l=sioms by gander was analysed by chi-square and Fisher's
aact test Informed consent was obfained fram each
matient. Fxchision criteria inchided the wiilization of cor=
tionsternids, Immmaosuppresive agenis, and anii-dnfedie
chematherapentic schemes. In additon, patients sofomit-
ted to hospitalization within the preceding & memiths were
glzn exduded from the study. The smdy protoonl was
approved by The Insfimtiomal Review Commattes, Haospmi-
tal Universitirio Pedro Emesto/Uniwrsidade do Estadao
do Hio de Janeira.

Antibintic susceptibility tesis

The antihiotic susceptimbity of enterobacierial isolates by
disk diffimion method was peformed accordng to the
recammemdations of the Hatiomal Committes for Clmical
Laboratory Standards (MOCTS 2005) ueing disks Impreg-
mated with antimicrobials agemts {(Cefar, Fio de Janeira,
Brar ) nduded in Tahles 1 and X

Provtesal pi ¢ aectivity

Protenlytic adtivifiss against @ssn ond elsfin  were
abserved I nuirient agar (Menck) containing ¥4 skam-
med milk (Difoo) or 1% dastin powder (Sigma Chemical
Co., 5t Lounis, MO, USA), respecfively (Borke ef al 19901}
{slatinase was perfnrmed by inoculation of bacterial iso-
kies in mirent broth containing 1 X% gelatin (Difoo).
Gelatin  liqueficfion was monitored ofter plidng test
mhes mde room temperamre | MacFaddin 506060 ). Plates
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and test whes were ncuhated for 48 h and transferred to
roam temperature for additiomal 14 days

DMase adivity

Bacterial isolates weere grown om DiMaze test agar | Difco)
supplemented with 001% talnidine blue O Produoction
af DMazs was positive with farmation of 2 pink =one
arowmd the colonies (Janda and Baottome 198013

Production of lecithinase and lipase

Praducfion of ledthinase was revealed in 10% =g5 yolk-
emriched T3A platex A white precipitate aroond the iza-
asmaysd with TSA pltes sopplementsd with 1% Tween
80 Formation of haloes around the colomes rewealed
hHpass production {Edberg af al 1998).

Results

Bacterial species and distribution by gender

Enteric rods were wolated from periodomtal pockets of 16
(20% ) from 80 subjeds presenting chromic pemodonfifis
Uy one enterofacierial strain was wolated from each of
the ndividuals; 10 strains from 346 fenale patients and six
from 44 males, with relative percentages of 27784 for
females md 1%6%4 for males. Percenfages of the disin-
bution of isolates by gender was not  significant
{F > 005). Enteic rods were identified o5 Enserohacrer
doasse |7 strams), Enferohacter asropmes {1 sirain), Pan-
foea | Ensrobacter) applomerans (1 strain), S marcescens
{3 strains), Kilshriglls pnewmmoniae {1 strain} and Citrobact-
er freundii {1 strainj

Resistance an amtimicrobial agents

Antimicrobial redstance of enteric rods fsolated from &0
sysiemnically healthy sobjects & expresssd in Tahles 1 and
2 The majority of the haderial molites were resistant io
ampicdlin (9%73%) and to amemdclin/dommbanic acid
(BIE%)L One E cleacsr simain showed resistance io
cephalosporing (cefimridime and cefitiavone), azsTemam
and sul Bmethommrale/trmethoprime This strain alen pre-
senited Tesistance to fetracpchne Klehdells prewmoniae
and & frewndil strains showed resishmes to ampidlin
and msceptifility to amoxicilliniclwnlinic acd. suggest-
ing the produoction of @ nimextended spactmom beta-ladta-
mass, do= to s sscspfikility o other beta-ladtam
antivinfice. Most of sitains (9%75%) were susceptible o
oephalosporing and to azireomam. Resistance to imdpensm
wa nat detected among stsaohacteial wolates One
E doarar fsolate was susceptinle to all antimioakhial agents
tested In this stmdy. Reastancoes to ammogpoosdes was
abswed for gmtamicin and amiladn n a mate of 125%
for each chemotherapeutic Enteobacterha remained
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suscepiible to streptomcin. Cne & manoesoens strain was
comonmitanily resistant to bhaoth gentamicin and amikacin.
Resistance of enferobacieria to athe deses of antimdao-
Hhial agents was detected for tetracpchne (25%), solfimeth-
mmral firimethoprim (135} and chioramphemonld
(188%) HKessanoe to qunolones, ciproflomacin and
narfloxacin, were not detected among enteric rods zok-
ted from periodontal podksts.

Extracellular enrymes related to pathogenidty

The Tahle 3 pressis the profiles of enrymatic acthvities
to diverse sufstrates displayed by each enterobacterial

Enten hihcieriioahd i plifoed onlies

isolate. Miost of the stroins isohied from sites of petin=
domtal disraze were able o produce protem-degrading
myymes The maarity (75%) of strains presented gela-
fimase activity. Some straing Bquefisd gedatin only after
mmhation for 14 dops, particulbrdy for Enferphacter spes
des. Casemase acdivity was observed for K. pnanmoniss
md 5 marcescens after 48 h moubation. Pralanged pei-
ods of incobation (14 daysfZ8°C) did not alter the
results of cossnolytic activity for other species Twao
straims {ome K. proeumonize mnd one E doarse) were
apale of degrading elasting Degradation of this soh=
strate was clearly omeved afier incuhafion of the plates
for at least 5 das
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Serrafia maroeoens straing showed enzymatic pdrolptic
acfivities o maost of sbstrates. Prodoction of DMase, fre
quenily ussd In the idemtification of enterobacieria, was
afmerved only for 5. marcesewr smaine In addition
& marcecens preseniesd bpase mnd lsdthinase adivifies
after monbhation {7 3T

Rdaionship of multiple resistance phenotypes with
expression of enzymatic activifies

Resistance patterrs of the imolates and the expression of
hydrolytic eteymes are sxpressed in Table 3 kubi-resst-
ant phanatypes | resistance to o or meare classes of aniti-
bintics), were detected in 50% of the izolite:r Hedstance
to varisd anfimicrobial agents was not correlated to the
production of multiple hydrolytic snrpme adivities. Cme
E. clpame stran pressnted resisinos io most of betaslaos
tam antibinfics and fetracyclne mnd did not show hpdro-
Itic activity to any subsirate tested Mevertheless, the
& marmescens isolate presenting the highest mmb-resist-
ance level (redstance io five distmat dasses of amimioa-
bial agents) alen displyed acfivity o most of the
substrates.

Di soussion
The isalatinn of enteric rods from subgingival sites of
pindontitis pafisnts varies amemg populations | Slots
ef al 1988, 199]; Barhosa er al 2001} Although present in
siies of perindonial destroction hitle infbrmation is avail-
ahle ahout the potstive participation of enteric rods in the
pathogeness of perindontal disese Herein, siv spedes
were molated I A% of indiwvidoal, corresponding to
E dmoze, S manescens B pneumonise, Eo asrogenes,
P. aggl onerans and O, freundi bicro- onganismes K. oxpiooa,
E. cpperezens and E codi (Barboza er al 300 1; Colomba
er al PO} were naot Halated n this imvestization.
Mizabial probmses are capahle of both resisting plasma
pratease inhibitars and degrading such maolsmles. Collec-
tively, thess errymes may fBchitate the activity of host
proteinass casmdes, accdsmating the nflammstbion process
(Masda 159%6) In this stody, enteric rods wers shown to
produce hydrolyfic eteymes that might oormobomate with
protenlytic adnifies expresed by recognied periodonial
pathogens, doring destmoctiom of tooth-sopportng tismes
Production of protealfic ereymes to different substrates
was omeaved among six enferabacterial species isalabed
from periodontal pockets of systemically healthy subgects
Most of the strains were @pable of booefping gelatin in
vitrp. Degradation of bovine gdatin suggests prodoction
of oolagemases by enernhacteria present I periodonial
gitex Collagen. an abundant eviracellnlar matrix ocompa-
nant, & reatively resistamt to profealytic cleavage by

MO Gongalwes of ai

mdogenons and exogenous profeinasss, sospt for matric
metallnprotamases (MMPs). Soch enrymes are formed as
madtive precursars (pro-MMPs) which can be processad
o active forms by different microbial profeases, induoding
macterial elastases (Olamotn er al 1997).

Some enteric rods ieolabed from active sites of chromic
periodonfitis were capable of degrading slxtin Flisiase
aotivity has been reongmzed s o maolscnlar marker of
perindonial destroction defected in gingwal oevioolar
fluid from adult perindontits, and released after activation
af neniraphil phagncytes {Gistafson er al 1992 ). Flasiase
production has also been considered as o marker of B 2e-
ruginem mvasive straing in the astialagy of lower respirat-
ary tract miections (Janda and Bottone 198 1; Beatty or al
Hii5). Thos, mictobial enzymes might alen contritmie i
the overall slastoce activity displayed in gingival oevimlar
fluid obtained from adive periodontal sites. The solation
from periodontal sites of elastin degrading £ prnewmoniae
sitain, a nsoal pathogen that may cmss pneumonia,
emphasire the amal cavity as a reservair of pathogens that
may sprad and cuse sevee misdions in ket respinat-
ary tract

In this study, edthinase andfor hpass produdbion was
aheswed for & marcecews strains. Lipase and lecithi mase
are potent eviracellolr enypmes imoheed i the patho-
gmesis of some hacterial species doe to dishorbhing effecs
an host cd] membmanes. [ecilimasze prodocion by
& marcescens strains from perindontal kesions may dysregu-
i tronsduction pathways I endotheliol cdls, platests
and nentrophik leading @0 uncomrolled prodoction of
miracellular medigtors and adhesiom molsmles, thos
ahering the traffic of gramlocptes i the nfeded tiesoe,
similar to previons oservations with Clogridivm perfrin-
s (Fores-IHar and Alape-{Giron 500% Fheger o al
A4

Serraria marcessens was the sole species capahble aof
degrading DHA amaong enteric rods isalted from peria-
dontal pocksts. DRase production may fovour bacterial
magsion from  inmate fmmone response through  the
desiroction of nentrophil extracellmlar traps, o complex
onmposed of chromatin and hactedddal gramls protemns
that Kk eviracdlnlr hacteria (Brinkmann er al A004d;
Sumby ef @l A5}

The multipls enrymafic activities displayed by entenic
rods, particnlarly S marcescens may contribmie to the
damage obsmved at sites of miecfion where this species
maks part of 2 complex micTobiota. It i estahlished that
mteric Gramensgative rods constitole lesx than 1% of
iotal coltvahle migohiota of subgngival samples {Dahle
and Willkinsirom 1995 However, administration of some
antiniofics may exert selactive advantage to many resistant
species cokmiring periodontal podkets, mduding in peria-
dontal therapy In this sudy, a great prapombson of hac-
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terial strains presenied resistmee 0 ampclin and amox-
icllinjchvolamc acid, dmgs commomly osed n treatment
of oral infactions or i prophylaxis of systemic mfection
during dental therapy. Production of bea-lactamass
amimg perodonial baderia was desoibed preiously,
espedally in gmuos Prevorells (van Winkelhoff er al 1997;
Herea er al 300 Cme E doecas stain pressnted a
broad specirum resistnce in betn-laodam anfilkotics, mg-
gesting that perindontal pockests may harhowr baderal
strains  produwcing broadmed bete-hdam-degadng
emrymes. The expression of exendsd spectmm beta lhoa-
mases by omal enterohacterial strains & presently onder
mvesfigation.

Aminoglpooside mtivotics are not usally recommen-
ded to misctioms in oral cavity, md are not ossd ax che-
mentheTapentic mn perindonial therapy. Bnth
aminaglxoside and foroquinolones are employed for
the smpirical tregiment of fehrile neniropemc patients
and In serions imfactions caneed by aeabic and farmbotie
Gram-negative adll, inchding Enterabacteriacmas (¥Vak-
ulmko and Mobashery 2003 Olamoto ef al 205 Floor-
oqunalones are alsn recommendesd o the empinol
traatment of community-aoquited urinary tract mfections
I regions were resanos to solamethomanlsfirometho-
prim raises to 10% or higher {Micke]l 3005 ). Enterobhacie-
rial strains alated from sites with chronic periodontitis
remamed smceptivle to ciprofloxacin md norflomacn, as
previcusly observed (Barbosa eral 30001 L However, the
ocowrece of migahial resistance i aminoglpoosides
commensdl finra of periodontitis kesions alets for the risk
af systemic dissemination of resistant enterabacterial
clmes in hospitalized pafients with peicdomal dizssses

FEprestion of moli-dmg reistonce among the aral ==
ternbacterial isnlates dememstrates that systemically adult
haalthy subjects may harbour multi-resisant chkmes in
gites of chromic periodonial dissgess Antivotic Tesisanos
raised amemy oommensal moteria & soppossd o Tepres
semt 2 majar fatwe in the developmemt of redstance
within faderial pathogens The dedection of resistant hac-
teria in commensal mioobiota poings periodomal disesmes
as possinle sources for transfer of resistant gmes to
pathogeric bacteria, particolarly n patisnis sofonatted to
varied chemotherapentic schemes, as ohseved for the
micraliota of other body sites (Andremomt H00E)
diomtitis, and smilar or higher rates hove been reparted n
athe popuolations. Modeate and advanced periodontitis
i mare prevalent amang older age groups and mates of
T or mame have besn reparted in varisd popolfions
(Alandar 305) The presence of speces of snterobaci=-
mia, the virolence facinrs displayed by thess micTo-omgan-
isms and the resistance to antimioobial agents commamly
ussd in treatment of severe spstamic infactions, add a nes
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dimenzion on the mportmee of disseminatiom of enteric
rods from periodomnial pockeds io other body sites, sgped=
dlly In compromisad nosoacnmial patients_

Ackn owledg ements

Thiz work was supportad by grants from CAPES, CHPyg,
FAPER], SR-E1TERL Authors are alo gratefnl to Jorge
Ary F. Cmr and Mircia M_.CF Jomes for technical sesist-
anee

Referemnces

Abandar, [0, (2005} Epidemiclogy and risk fcom of perio-
donmal e Dear Cln Narrh Am 49, 3I7-532

Andremont, A {2003} Commensml flora may play ey rode in
spreading andbiéo oo rabtance. ASM News 89, 801807,

Harbeosa, FOB., Mayer, MUP A amd Saba-Chofi, B (2000}
Lobgingival cooarrence and antimioobial mscepritdiny of
enieric rods and pesodom omads from Brazilian perisdons-
os pagents Oval Microbis) Dasmuasd 18, 308310,

Beatry, AL, Malloy, 11 and Wright TH (2005} Freudssar
aerugingds degradss polmonary sorfoant and ingeaes
oonwEerdon in wiro, Ass [ Resple Cell Mad Biad 32, D3-134_

HBrinlomarm, V., Reichard, UL, Goosmann, O Fadler, B, Ukl
emanm, Y, Weig D5, Weanranch, Y. and Fychlimiog, A
{200 b Wemmopdhil exracelialar traps ol bacterda. Sciesce
3, 15321535

Hasgics, V., Robdmson, DO, Richardson, ] 1 and Bundsll, 5.
{199} Lomgtodingd stadiss of wiraenoe fasors of Preuds-
S gerugatds in cpnc fibromes. Fedeslagy 23, 145148,

Codomibea, AP, Tebs, RP, Torres MO, Sooto, B, Hogalem,
W, Mendes, MUC. and Uzeda, ML (2002 Sukgingwal
mdrobiota of Brardian sobjets with onmeatsd chnomic
periodomii [ Perladssral T3, 3600385

Dakdan, G and Willdreardan, Mo (1995 ) Ovoorence of anteric
mods, saphyloonocd and Camdids in wobgingival sarples.
Oiral Micrabisd Busunsl 10, 42-45

Bdterg, S0, Galla, P.and Konmide, C. {1996) Analysi of the
wingence dharactergics of bameria odaned from boaded,
waner conder, and fap water. Micebisd Fral Heslth (M55,
&T-TT.

Farmier, 1.1, Tr {2000} ook ce riac e imro dooiion and
erdficaton In Masus! of Clsbeal Mivrablalagy ed
Muorray, PR, Barom, EJ. Jorgensen, | H. Plaller, WM&
and Yollen, BH pp. &3&-&53 Washingon, DRI ASM
Pres

Flisger, A, Rydeewsld, ¥ Banerji, 5. Brodch, M. and Heaner,
K (ro0d ) Choming and dharactemzation of the gens enoo-
ding the major cell-amociated phosphodipass A of Legianel-
&y paeusaspleils ploff, ewhibiting hemolyoc aoiiry. Tagleer

Fonussauns T, 43 TGS

Sl edrrgal dion O 07 The Sad ety for Apphied Mo ekgy, Letien in Spplien P orob il ogy 84 (G007 288019 453



Entaanh STeddoad in parssdon Bt

Flores[az, M and Alape.Giron, A (2003) Hole of Claannid.
duaet e ofirke s poaiplen lipase © in the pathogenests of ga
gangene Tovkaw £, STR525

Galihi, I, Tagger, MU Sska, MW and Garfonlel, A A
11995 ) Sarvei lance of oral colraes for Brnenoboe riac ses
doring bome marnoes tran gp kavanson . Owad Owead Bur [
Camger 318, 58 &7

Gendmon, B, Grenger, I and Makbeo-Rober, 1P (20000 The
oml cowity e o reennodr of bactenial pathogens for foal
indeoto me. Mieek Taglecr 2, 357906,

Gimmfaon, A, Asman B, Bergamon, K and Soder, POOU
{1552} Granakacpte chadee in gingial aewookr flosd
I Cliss Perdsdassad 19, 235 540,

Herera, Ik, van 'Winkeslhoff, A ] Dhellem in-Kipprw, N Win-
el B and Sare, M (2000} f-lacmmoss prodocng bac-
teria im the sobgngval miooflora of adalt patiens with
pericdonmms. A com parion berween Spain and The Neh.
erknds [ Clin Perdaddssral 27, 520525,

Jamda, 134 and Homone, B (1581} Prewdsssanss aerupissas
eneyme profiling predioror of potential irvasdnen s and
nse o3 an epidemiodogieall ool [ Clis Mool 14, 55800

MacFaddin, | P (2000 Blckonboad Tes for Tdeatifearion of
Madical Bacwrls, 3rd adn. Balomors, MI: Wilams 8
Willcirs. 173 pp.

Masda, H. (1956 Hobe of mioobial proteases in pothogenssi
Bfsewakaad [aprpens) 40 E25 555

Mearman, [H., Pyrbonen, 5, Teerenhow, I and Lindguis, O
119597 Oral sooncees of sepiicasmia in panerds with malig-
nanckes. Ol Ouacal 33, 389357

HWOCLE (2005 ). Pefarsgsce Ssadords o s tesdorablal Sur
cepribiliy Tesrbag, 15¢h informatona sapplement, Vol 25
Mol - NOCLE dooomenn M 00515 Wapne PA= Climical
Labsorancry Standard s Ined rane

Wickel, |- (2005) Mo agemen of orinary tmor §ndeon ooee
hissorical perspeciie and cornent strategies Pam 2 - Mod-
ern management. [ Cieal 173, 2732

Crcarnota, T, Alaile, T, Sog,. M. Tanase 5. Hore H.
Miyajima, %, Ando, M, Idhincgs, Y er gl (1597) Aciw-

95

RO Gaorgal v ad ail

mon of homan mamin meaBoprodeina s by varioos baoer-
fal pronsinees [ Bled Clasn 272, SESS0EE

Odoimonn, N_ Yamano, ¥, Honda, ¥, Kordhara, T Osald, K.
fAsanka, N, Pojiim, K and Ohba, H {2008} Clindcal e fieo
of inrawenon oprofloracin on bogpimal-orgoired poeo-
momda. [ Isfec Clemadser 11, 5254

Sadgley. C M, Samoranayale, 1P, Chan [CY. and Wey,
SHY. (1597 A d-pear longirodinal stody of the oral pre.
wabsn e of emieric Gram.-negatme rod and yessrs im Ol
mese children rad Bfacsabie) Msaassad 17 123128

Slom, I Rams, TE and Liagamen, MLA_ (1988 Yeasts, endenic
rochi and pesodomonads in the sobgingival flom of severe
adult periodonmii. (el Miccabisd Tnsmusal 3, 4752

Zlom, [ Hams, TE and Schomield, 5B (199) In wino aciiny
of lhborkewid ine againe enteric rods, pasodomonads, and
Avisetobarters from bomaen periodon miis Oeal Micenbisl
| DTG X

Sooransly, $5. Haffajer, AT Cogind, Mo Smith, O and
Kemt, BRI, Jr {1958} Mimobdal compleses in sobegingiwal
plagos [ {lis Perdsdoasral 25, 134144

Somby, P, Barbdam, K T, Goardner, Do) Whitney, A R, Welty,
DAL Long. 0. Badey, IR Parnell, ML er gl (2005)
Foracefolar deooyritomndeais mode by groop A Soeepas.
carcs it pathogenest by enhancing evasdon of the
irmane immnme nesponise Frae Wanl Ased Soi UEA 102,

Lo S

Sopin, O, Mok Veochin, CF, Oppermann, BV, Haoogeprnd en,
L and Albandar, IM (2004} Perdodonial amnachment boss
im an ortan popoadon of Bamlion adas e of demo-
graph ic, behoworal, and errironmental il indi conors
I Periadamtsd 75, 1033-1041.

Valmbenioo, 58 and Mobashery, £ (2003} Versaility of ami-
noglyoides and prospects for their forare. Clig M erabdal
Rev 16, 430450

wmn Winkelbeo ff A ] Winksl, EG. Baendreg, [k, Delemin-
Kipprw, N_, Sijne, A_and wan der Velden U {1997} Bem-
Lmamase prododng bacteria in aduolt pericdonmitie [ Clia
Ferivdasn] 24, 538543,

o JHT The Aasbani

EE-] Sl ennpileion A7 The Sy for App il Microbio kg Lot in Appled Ricrob olegy 88 CAKI? b R A



