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RESUMO

As infecgdes odontogénicas, processos infecciosos originados nos tecidos dentais
ou de suporte, apresentam natureza polimicrobiana e estdo associadas ao
desequilibrio da microbiota indigena e de sua interagdo com o hospedeiro. A
doenca pode evoluir de forma grave, levando a hospitalizagdo do paciente.
Considerando a escassez de dados referentes ao tema, desenvolvemos este
estudo, que visa avaliar a composi¢cao da microbiota associada ao quadro, o perfil
de suscetibilidade a drogas antimicrobianas da mesma e a expressao de citocinas
pré-inflamatérias e regulatérias associadas a doenca. Para a avaliacao do perfil
de suscetibililidade a antimicrobianos, foram incluidas 74 amostras de bactérias
anaerdbias facultativas e obrigatérias isoladas de 30 pacientes internados em
decorréncia de infeccbes odontogénicas graves. O antibiograma foi realizado de
acordo com metodologia preconizada pelo CLSI. Para avaliagdo da expressao de
citocinas pro-inflamatorias, foram estudadas amostras de secrecado purulenta
obtidas de 12 pacientes caso e 12 individuos controle. PCR em tempo real
precedido de transcricdo reversa foi empregado para quantificacdo da expressao
de TNF-a IL-1B, IL-17A, IFN-y, IL-10, TGF-B IL-8, CCL2 e CCL5. No que se refere
ao estudo do microbioma associado a infeccoes odontogénicas graves, foram
avaliados espécimes clinicos oriundos de 38 pacientes, foi utilizada a abordagem
HOMINGS - (Human Oral Microbe Identification Using Next Generation
Sequencing). Relativo aos resultados do antibiograma, quando todo o grupo é
considerado, os maiores indices de resisténcia foram observados para
eritromicina e clindamicina (45 % e 30 %, respectivamente). Entre os anaerdbios
obrigatérios, taxas elevadas de suscetibilidade foram detectadas. Destacaram-se
os indices de resisténcia ao metronidazol e a clindamicina, de, aproximadamente,
45 % e 25 %, respectivamente. Com relacao ao perfil de citocinas, foi observada
alta expressao das citocinas pro-inflamatérias IFN-y, TNF-a, IL-17-A e IL-1B e das
quimiocinas IL-8 e CCL2/MCP-1, foi observado também baixa expressao da
quimiocina CCL5 e citocinas anti-inflamatérias IL-10 e TGF-B . Com relagdo ao
microbiama, foi observado um perfil polimicrobiano com uma média de 88
espécies por paciente, com a prevaléncia de Rothia Dentocariosa, Parvimonas

micra entre outros. Os dados aqui gerados contribuem para a compreensao da



interrelacdo entre uma microbiota patogénica e a resposta orquestrada pelo
hospedeiro em um quadro de infecgédo oral grave.

Palavras-chave: infeccoes odontogénicas, sucetibilidade, microbiota oral, perfil
de citocinas.



ABSTRACT

Odontogenic infections are defined as polymicrobial processes that affect the teeth
or their supporting structures, being associated with the interaction between
indigenous microbiota and host. Due to possible complications in the course of the
disease, emergent hospitalization might be necessary. Considering the paucity of
data on the topic, the aim of this study was to evaluate the susceptibility profile of
isolated bacteria, the expression of cytokines/chemokines and the microbiota
associated with severe odontogenic infection. In order to evaluate antimicrobial
susceptibility profile, we followed CLSI guidelines. To determine the profile of
cytokine expression, samples of pus obtained from 12 patients and 12 control
individuals were included in the investigation. Real time PCR was employed to
quantify the expression of TNF-a IL-1B, IL-17A, IFN-y, IL-10, TGF-8, IL-8, CCL2
and CCL5. Regarding to microbial profile, the microbiota of 38 patients with the
disease was evaluated by metagenomics HOMINGS - (Human Oral Microbe
Identification Using Next Generation Sequencing). A total of 74 isolates were
obtained from 30 hospitalized patients presenting odontogenic infections. When
the whole study group was evaluated, higher resistance rates were observed for
erythromycin and clindamycin (about 45% and 30%, respectively). Among
anaerobes, the highest resistance rates were about 45% for metronidazol and
25% for clindamycin. Regarding to cytokines expression, high amounts of the
proinflammatory cytokines: IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-18 and the chemokines: IL-8,
CCL2/MCP-1, were observed. While, low expression of the chemokine CCL5 and
anti-inflammatory cytokines: IL-10 and TGF- B was observed. Regarding to
microbial profile, it was observed an average of 88 species per patient, with the
prevalence of Rothia dentocariosa and Parvimona micra. These results contribute
to our knowledge about the interrelationship between pathogenic microrganisms
and the response orchestrated by the host in a condition of severe oral infection.

Keywords: odontogenic infection, microbiome, oral microbiota, citokynes

expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 INFECCOES ODONTOGENICAS GRAVES

1.1.1 ASPECTOS GERAIS

Infeccbes odontogénicas sdo processos infecciosos originados nos
tecidos dentais ou de suporte. A maioria das infeccoes que se apresentam na
cavidade oral pode ser considerada odontogénica e primaria, sendo as mais
frequentes, relacionadas a carie dental, gengivites, periodontites e pericoronarites
(VICENTE-RODRIGUEZ, 2004). De acordo com Seppanen et al. (2010), a
incidéncia é de cerca de 7,2 a cada 100.000 habitantes.

A propagacao de infecgdes odontogénicas, geralmente, é contida por
barreiras anatémicas ou pelos planos do tecido, como musculos e 0ssos.
Entretanto, em determinadas situacées, pode ocorrer a propagacao da infeccao,
por exemplo, em direcado a laringe, ao mediastino e aos espagos cervicais
profundos, originando as infecgcbes odontogénicas graves. Estas foram, muitas
vezes, observadas como processos profundos da cabeca e pesco¢co. Em muitos
estudos, infec¢des dentarias sao apontadas como origem prevalente de infecgoes
cervico-faciais (SUGATA et al.,, 1997; SENNES et al.,, 2002; LARAWIN et al.,
2006; BOYANOVA et al., 2006).

As infeccOes odontogénicas podem se espalhar muito rapidamente,
obstruindo, inclusive, as vias aéreas. E possivel, ainda, a propagacdo em tecidos
alvos mais distantes, causando, mais frequentemente, trombose do seio
cavernoso, abscesso cerebral e meningite (SUGATA et al., 1997; GREEN et al.,
2001; JIMENEZ et al., 2004).

Fatores predisponentes para as infeccoes odontogénicas incluem
senilidade, diabetes ndo compensada (especialmente tipo 1), alteracdo de
neutréfilos, mudancas hormonais (puberdade, gravidez), radioterapia,

quimioterapia, trauma, doencas psiquiatricas, hipertensao, neoplasias malignas
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da cabeca e pescoco e abuso de entorpecentes (NATARAJAN, 2005;
DARAMOLA et al., 2009).

Pacientes com infeccoes odontogénicas podem requerer cuidados
hospitalares. Entre os fatores de risco potenciais associados ao aumento do
periodo de internacdo ou risco de Obito dos pacientes com infeccoes
odontogénicas graves, citam-se problemas médicos preexistentes, idade
avancada, febre presente na admissdo do paciente, doencas respiratorias,
localizagdo da infeccao, complicacbes, como falha da terapéutica de primeira
escolha, e necessidade de reintervencao (FLYNN et al., 2006; PETERS et al.,
1996; ZHANG et al., 2010). Entretanto, de acordo com Garcia-Roco et al. (2003) e
Kunkel et al. (2006), nenhuma variavel social ou clinica pode predizer curso grave
de infeccbes odontogénicas. De acordo com Seppanen et al. (2010), que
avaliaram a relacédo entre doencas de base e idade de individuos acometidos por
infeccbes odontogénicas graves, ha aumento da prevaléncia destas
comorbidades na populagdao acometida com o aumento da idade média.

Nas infeccoes odontogénicas graves, os dentes responsaveis pela
infeccdo focal, em ordem decrescente de prevaléncia, sdo o primeiro molar
inferior permanente, o terceiro molar inferior, 0 segundo molar permanente
inferior, 0 segundo molar inferior deciduo, o primeiro molar superior permanente,
o primeiro molar inferior deciduo e o primeiro e segundo molares deciduos
superiores (PARKER & KHATEERY, 2001).

As infeccGes odontogénicas graves apresentam como sinais e sintomas
mais comuns, edema, dor no assoalho da boca, febre, disfagia, odinofagia,
sialose, trismo, odontalgia e respiracao fétida. Mudancas na fonacgao, aflicao
respiratoria e cianose sao sinais de comprometimento das vias aéreas. Os
pacientes podem apresentar disfonia, caracterizada por “uma voz de batata
quente”, causada pelo edema. Estes achados devem servir como aviso para os
clinicos da obstrucao grave das vias aéreas superiores. Taquicardia e taquipneia
nao sao incomuns (PETERSON, 1993; DAVID &LEMONICK, 2002; ULUIBAU et
al., 2005, SETTE-DIAS et al., 2012).

Zaleckas et al. (2010) estudaram o perfil demografico dos pacientes com

celulites no assoalho bucal sendo que, em quase sua totalidade, os processos
tinham origem em infecgGes dentarias. Destes, 65% residiam em regido urbana,

20



10

15

20

25

30

47% tinham emprego, 15% eram aposentados, 22% estavam desempregados,
10% eram criangas, 2% eram estudantes e 4% eram deficientes.

Wong (1999) relatou taxa de mortalidade de, aproximadamente, um em
cada 150 pacientes e Sette-Dias et al., (2012) observaram uma taxa de
mortalidade de 1,7% nos pacientes hospitalizados por infec¢gdes odontogénicas. O
autor destacou que os pacientes que foram a ébito eram, na sua maioria,

diabéticos, com infecgbes profundas ou necrosantes.

1.1.2 ETIOLOGIA

O surgimento da doenca oral parece estar associado ao desequilibrio da
microbiota indigena, levando ao aumento percentual da populagdo de bactérias
envolvidas no processo. Para melhor entendimento do quadro, é necessario
conhecer a ecologia da cavidade oral e identificar fatores responsaveis pela
transicdo da natureza das relagcbes entre as bactérias orais e o hospedeiro, de
benéficas para patogénicas. Fatores relacionados ao hospedeiro, ao
microrganismo e externos podem influenciar o ecossistema oral (MARSH;
MARTIN, 2005).

Varios critérios tém sido desenvolvidos para se relacionar microrganismos
especificos a etiologia de doencas odontogénicas. Para se reconhecer uma
bactéria como patéogeno importante, ela deve apresentar as seguintes
caracteristicas: ser prevalente na lesao, sua eliminacao deve estar associada a
melhora clinica, deve ser detectada resposta imune especifica do hospedeiro
contra ela, os microrganismos suspeitos devem apresentar fatores de viruléncia
gue possam se relacionar a doenca e a destruicdo do tecido deve ser reproduzida
na presenca do patdgeno putativo em modelos experimentais (SOCRANSKY,
2009, KURAMITSU et al., 2007).

Diferencas sutis sao relatadas entre a microbiota associada ao abscesso
dentario localizado e aquela observada na disseminagcdo da infecgcdo
odontogénica, incluindo, neste processo, a presenca de Streptococcus do grupo
anginosus e Fusobacterium spp. como parte da microbiota predominante (HAN &
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KERSCHNER, 2001; SCHUMAN & TURNER, 1999). A Prevotella parece
desempenhar papel significativo na disseminacdo da infeccdo odontogénica.
Segundo Riggio et al. (2007), o género representa 50% das amostras isoladas de
de pus aspirado de pacientes acometidos pela doencga.

Segundo Warnke et al. (2008), a natureza polimicrobiana de abscessos
odontogénicos foi confirmada em 98% dos espécimes clinicos. Observa-se um
consorcio de bactérias, cuja composicao € regulada pelas relagbes positivas e
negativas entre seus membros. Na dependéncia das interacbes entre os
microrganismos, pode ocorrer a potencializacdo da patogenicidade dos mesmos
(BROOK, 1986).

Stefanopoulos & Kolokotronis (2004) e Warnke et al. (2008) relatam,
como organismos predominantemente observados em abscessos odontogénicos,
cocos Gram positivos microaerdéfilos e anaerdbios facultativos, e bastonetes Gram
negativos e cocos gram positivos anaerébios obrigatérios. De acordo com os
autores, nenhuma espécie pode ser implicada consistentemente em todos os
casos avaliados.

As interagdes nutricionais sdo importantes determinantes ecolégicos, que
resultam em maior eficiéncia metabdlica de toda a comunidade e aumentam a
probabilidade de certas espécies serem encontradas, concomitantemente, em um
mesmo habitat. Estas interacdes nutricionais sdo representadas, principalmente,
por cadeias alimentares e cooperacbes bacterianas para a utilizagcdo de
substratos derivados do hospedeiro (SIQUEIRA & ROCAS 2009).

Entre os microrganismos anaerdbios facultativos, destacam-se os cocos
Gram positivos, em especial Streptococcus do grupo viridans. Streptococcus
milleri é relatada como a espécie mais prevalente (SENNES et al, 2002;
SOBOTTKA et al, 2002; CHAN & CHAN, 2003; AL-QAMACHI et al., 2010).
Merecem, ainda, ser mencionados Staphylococcus coagulase negativo,
Enterococcous, Neisseria, Corynebacterium, Haemophilus, Actinomyces,
Lactobacillus, Moraxella, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Enterobacteriaceae, Eikenella corrodens, Pseudomonas aeruginosa e
Capnocitophaga (SUNDQVIST et al., 1989; SENNES et al., 2002; SOBOTTKA et
al., 2002; CHAN & CHAN, 2003; MAESTRE VERA, 2004; VICENTE-
RODRIGUEZ,2004; WARNKE et al., 2008).
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Dentre o0s anaerObios obrigatérios, o0s géneros Prevotella,
Porphyromonas, Fusobacterium, Bacteroides e Peptostreptococcus sao 0s mais
frequentes. Citam-se, também, Propionibacterium, Clostridium e Veillonella
(SENNES et al., 2002; SOBOTTKA et al., 2002; CHAN & CHAN, 2003; SOUSA et
al., 2003; MAESTRE VERA, 2004, VICENTE-RODRIGUEZ, 2004; JACINTO et al.,
2008).

Heimdahl et al. (1985) relataram perfis microbianos diferentes quando
compararam infecgdes odontogénicas moderadas e graves. Os autores
concluiram que os espécimes clinicos oriundos de quadros graves continham
maior proporcdo de microrganismos Gram negativos, sendo Fusobacterium
nucleatum frequentemente detectado.

Segundo Boyanova et al. (2006), ha uma pequena diferenca na
recuperacao de microrganismos depois de instituido o tratamento empirico com
antimicrobianos. Os microrganismos predominantemente encontrados foram
Prevotella, seguido por Fusobacterium, Actinomyces, cocos anaerobios,
Eubacterium e Bacteroides fragilis. A taxa de deteccdo de Fusobacterium em
pacientes ndo tratados foi maior que em pacientes tratados.

Riggio et al. (2007) realizaram um estudo para determinar a prevaléncia
de microrganismos associados com a propagacao de infecgcdes odontogéncias.
Amostras de secregao purulenta obtidas de quatro pacientes foram analisadas por
métodos de cultura microbiolégica e PCR, clonagem e sequenciamento de rDNA
16S. Pelo método de cultura foram identificadas espécies dos géneros Prevotella,
Streptococcus e Fusobacterium. O método genético permitiu a deteccdo de uma
microbiota mais diversa. O género predominante foi Prevotella, em especial a
espécie Prevotella oris, amostras nao cultivaveis de Peptostreptococcus,

Prevotella PUS9.180 e um microrganismo pertencente ao filo Bacteroidetes.
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1.2 ORGANISMOS FASTIDOSOS E NAO CULTIVAVEIS ASSOCIADOS A OUTRAS
INFECCOES ORAIS

Segundo Chen et al. (2010), embora o biofilme oral de seres humanos
venha sendo extensivamente estudado, mais da metade dos organismos ainda
nao foram validamente nomeados e mais de um terco sao incultivaveis. Para
Robertson & Smith (2009), melhorias nas técnicas de cultura e identificacao
microbiana assim como a utilizacdo de abordagens mais modernas, inclusive
independentes de cultivo, como técnicas de genética molecular, tém possibilitado
o melhor conhecimento desta microbiota. Segundo os autores, a deteccao de
espécies novas, até entdo desconhecidas, abre uma nova area de estudo, que
inclui a pesquisa dos fatores de viruléncia presentes nestas bactérias e a
relevancia dos mesmos, bem como das interagdes com outros microrganismos ja
conhecidos e mais bem estudados.

O género Atopobium foi criado por Collins e Wallbanks (1992), para incluir
0s microrganismos anteriormente classificados como Lactobacillus minutum,
Lactobacillus rimae e Streptococcus parvulus. Andlise da sequéncia do rDNA 16S
demonstrou que as referidas espécies estavam relacionados com uma linha
distinta de actinobactérias (STACKEBRANDT et al., 1997). Representantes do
género Afopobium sao relatados como parte da microbiota gengival de seres
humanos. Sao bastonetes Gram positivos, anaerdbios obrigatérios, observados
em gengiva humana saudavel e associados at periodontite crénica (OLSEN et
al.,1991; KUMAR et al., 2003). O grupo também ja foi implicado na ocorréncia de
sepse (CHUNG et al., 2007; ANGELAKIS et al., 2009).

A espécie Dialister invisus € constituida por pequenos cocos Gram
negativos isolados, em pares, cadeias curtas ou grupos pequenos, anaerébios
obrigatérios e méveis. O cultivo é dificil, as colénias sao circulares e transparentes
e o cultivo em meio liguido produz apenas uma ligeira turvacao, visivel somente
com a adicdo de 1% de carboidrato (DOWNES et al., 2003). Assim, é provavel
que a presenga do microrganismo em bolsas periodontais e canais radiculares
venha sendo subestimada (DJAIS et al., 2006). Para Kumar et al. (2005),Dialister

€ comumente encontrado na cavidade oral, inclusive associado a doengas como
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periodontite marginal, carie (CHHOUR et al., 2005 ), halitose (KAZOR et al., 2003)
e periodontite apical (MUNSONet al., 2002; SIQUEIRA & ROCAS 2002). Espécies
de Dialister também foram detectadas em espécimes clinicos obtidos de
pacientes com vaginose bacteriana (FREDRICKS et al., 2005), infeccbes do trato
urinario (DOMANN et al., 2003), do trato intestinal (WANG et al, 2005) e
abscesso cerebral (ROUSEE et al., 2002). O isolamento da bactéria de individuos
com infecgdes endoddnticas tem sido ocasionalmente relatado, mas, a dificuldade
de distincdo entre amostras de Dialister e de outras bactérias isoladas da
cavidade oral pode dificultar sua deteccao (SUMMANEN et al., 1993; WEIGER et
al., 1995; DOAN et al., 2000).

O Filifactor alocis foi isolado pela primeira vez em 1985, do sulco
gengival, sendo denominado, a principio, de Fusobacterium alocis (JALAVA &
EEROLA, 1999). E um bastonete Gram negativo anaerébio obrigatério
(observado, inicialmente, em pacientes com periodontite crénica (KUMAR et al.,
2003; KUMAR et al., 2005; DAHLEN et al, 2006), periodontite agressiva
generalizada (HUTTER et al.,, 2003) e infecgdes endodbnticas (SIQUEIRA &
ROCAS, 2003). Posteriormente, F. alocis foi detectado em pacientes com
paralisia cerebral com doencga periodontal, sendo proposto como um potencial
marcador para a doenca ativa (KUMAR et al., 2006). Para Schlafer et al. (2010),
F. alocis parece ser um importante marcador de doenga periodontal. Acredita-se
que a bactéria desempenhe papel importante como um dos arquitetos da
organizacao estrutural de biofilmes periodontais.

Siqueira e Régas (2005) encontraram clones relacionados ao género
Synergistes na microbiota endoddntica de dentes nado tratados. Este filotipo
também foi detectado por Munson et al. (2002) tanto em dentes ndo submetidos a
tratamento endoddntico como pés falha do tratamento. Diferentes clones de
Synergistes, como W090 e BA121, foram observados em canais radiculares
infectados e em individuos com periodontite, inclusive periodontite refrataria
(KUMAR et al, 2003). A prevaléncia elevada de Synergistes em canais
radiculares sugere que estes microrganismos desempenham papel na
patogénese das lesdes perirradiculares (SIQUEIRA & ROCAS, 2005).

De acordo com Olsen et al. (1991), os membros do género Olsenella sao

bastonetes Gram positivos pequenos, elipticos, imdveis, que ocorrem
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individualmente, em pares e em cadeias curtas, ndo formadores de esporos e
anaerdbios obrigatérios. De acordo com o estudo realizado por Chavez de Paz et
al.(2004), a espécie Olsenella uli predomina sobre outros bastonetes Gram
positivos em amostras do canal radicular obtidas apds preparo e instrumentacao,
sugerindo que esta espécie pode resistir as medidas de antissepsia intracanal e
assim, pode estar envolvida em infecgdes persistentes. Segundo Siqueira e
Rocas (2005), espécies de Olsenella, particularmente O. uli, sd&o membros
comuns da microbiota endoddntica primaria associada a infeccoes.

Segundo Paster et al.(2002), o clone X083 é um filotipo ainda nao
cultivado do filo Bacteroidetes, inicialmente detectado em amostras obtidas de
pacientes com periodontite necrosante superficial e gengivite ulcerativa. De
acordo com sequenciamento do rDNA 16S, apresenta mais de 99% de
semelhanca com o clone Bacteroidetes MCE7_20, que foi identificado, pela
primeira vez, em infecgées endodbnticas crénicas (MUNSON et al., 2002). O
clone X083 vem sendo associado a periodontite apical crénica (SAITO et al.,
2006; SAKAMOTO et al., 2006; MACHADO DE OLIVEIRA et al.,2007, ROCAS;
SIQUEIRA, 2008), abscesso apical agudo (JACINTO et al.,2007) e ao insucesso
do tratamento endoddntico (SAKAMOTO et al., 2008).

Siqueira e Rbégas (2009) avaliaram a microbiota de abscessos apicais
agudos, encontrando maior prevaléncia de F. nucleatum, Parvimonas micra e
Porphyromonas endodontalis. Relataram, ainda, O. uli, Streptococcus, E.
corrodens e alguns filotipos ainda nao cultivados (Bacteroidetes clone X083 e
Synergistes BA121), além de espécies recém nomeadas (Prevotella baroniae e
Dialister invisus).

Para Cogulu et al. (2008), a espécie Treponema denticola esta fortemente
associada com radioluscéncia periapical e dor, enquanto P. gingivalis esta
relacionada com sensibilidade a percussao nos dentes deciduos e permanentes.
Segundo Siqueira e Rogas (2006), tanto T. denticola como Tanerella forsythia
foram frequentemente detectadas em abscessos endodénticos. Sassone et al.
(2008) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a composicdo da
microbiota das infeccbes endoddnticas primarias, utilizando o método
checkerboard de hibridizacdo DNA-DNA. Os autores concluiram que existe
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associacao entre a contagem bacteriana total, a quantidade de T. forsythia e a
presenca de sintomatologia dolorosa.

Nonnenmacher et al. (2004) relataram que Desulfobulbus , um
microrganismo Gram negativo, anaerdbio obrigatorio, esta significativamente
associado com sitios periodontais profundos. O clone Desulfobulbus OT 041 foi
detectado exclusivamente em amostras obtidas de pacientes com periodontite
(TELES et al.,2011).

Ja as espécies do género Selenomonas sao microrganismos
frequentemente detectados no ambiente oral. Estes s&o anaerdbios obrigatorios
méveis, Gram negativos e apresentam morfologia bacilar. A bactéria pode ser
isolada da microbiota subgengival e também tem sido implicada como agente
etioldgico da doenca periodontal. Propor¢des mais elevadas deste microrganismo
sdo observadas em pacientes com periodontite crénica generalizada. Devido as
dificuldades de cultivo e isolamento da bactéria, sdo requeridas técnicas de
genética molecular para estudos de prevaléncia do organismo (FAVERI et al.,
2008; DRESCHER et al., 2010).

O género Rothia inclui seis espécies, das quais apenas trés sao
comumente encontradas na cavidade oral (Rothia dentocariosa, Rothia
mucilaginosa e Rothia aeria) e sao, na maioria das vezes, simbidticas. O
microrganismo € Gram positivo, anaerobio facultativo, pleomérfico, catalase
positivo e imével. Atua como patégeno oportunista, causando algumas doencas
além de carie dental e doenca periodontal, sendo a endocardite bacteriana
frequentemente associada a Rothia (RUOFF, 2002 VON-GRAEVENITZ, 2004;
SHAKOOR et al., 2011).

1.3 MicroBIOMA

Microbioma humano € conceituado como a comunidade ecolégica
comensal, simbidtica e de microrganismos patogénicos que compartilha os
espacos corporais. O conhecimento do microbioma pode auxiliar na melhor
compreensdo das doencas infecciosas, contribuindo, inclusive, para o
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delineamento de estratégias mais eficazes de prevencgao e controle das mesmas.
(LEDERBERG et al., 2001)

Aproximadamente 700 espécies de organismos procariotos estao
presentes na cavidade oral humana. Destas cerca de 49% s&o conhecidas e
nomeadas, 17% sao cultivadas mas ainda ndo nomeadas e 34% s&o conhecidas
apenas como filotipos incultivaveis (http://www.homd.org).

Nao diferente de outros sitios do corpo humano, os microrganismos que
colonizam a cavidade oral tém potencial significativo de se disseminar para
tecidos adjacentes, causando doencas, ou seja, habilidade anfibibntica. Estes
microrganismos sao implicados como a causa de doengas orais, tais como, carie
dentéria, periodontite e infeccbes endodbnticas, e também tém ligagdo com a
etiopatogenia de doencas sistémicas, incluindo doencgas cardiovasculares,
acidente vascular cerebral e pneumonia (DEWHIRST et al., 2010, BELSTRZM et
al., 2016a).

Em geral, existem trés principais categorias de analise molecular
microbiana que sao: 1) métodos baseados em PCR, incluindo PCR com alvo
unico, PCR multiplex e PCR quantitativo; 2) métodos de hibridizacao de DNA-
DNA, tais como hibridacao in situ, checkerboard e microarrays de rDNA 16S; e 3)
sequenciamento, incluindo o mais recentemente, denominado sequenciamento de
nova geragao (PASTER; DEWHIRST, 2009; MARDIS, 2013).

Para Linnarsson et al. (2010) e Mardis et al. (2013), desde o0s avancos
introduzidos por Sanger, 0 método de sequenciamento tem sido uma base sélida
para a investigacdo em todos os ramos das ciéncias biologicas e da saude. O
emprego do sequenciamento do rDNA 16S para a identificacdo bacteriana foi
proposto por Carl Woese, na década de 80, quando foi mostrado que relacdes
filogenéticas de bactérias poderiam ser determinadas comparando esta por¢ao do
genoma. Com a utilizacdo de primers universais complementares a regioes
conservadas do rDNA 16S por Weisburg e colaboradores, no inicio da década de
90, foi possivel sequenciar varias regides hipervariaveis do gene. Estas regidoes
apresentam uma relacdo com a filogenia das espécies, o que permitiu, desde
entdo, a criagdo de bancos de dados e, consequentemente, a identificacdo

taxonémica. Assim, a técnica de identificagdo por meio do sequenciamento do
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rDNA 16S tornou o "padrdo ouro" para criacdo de perfis microbianos e
identificagdo destes microrganismos.

Desta forma, a ecologia microbiana passou por profunda mudanca
de foco das analises filogenéticas observacionais de caracterizagao experimental
(HUGENHOLTZ et al., 1998; THE HUMAN MICROBIOME CONSORTIUM, 2012).

Inicialmente, a metagenémica era baseada na associacdo de clonagem
classica com o sequenciamento de Sanger, o que, geralmente, permitia a
obtencdo de alguns alvos previamente selecionados, sendo o sequenciamento
um fator limitante. Novas abordagens dispensam a etapa de clonagem e,
consequentemente, os problemas inerentes a mesma. Atualmente, é possivel o
sequenciamento direto de amostras coletadas das mais diversas fontes,
empregando-se diversas técnicas comercialmente disponiveis (TEELING et al.,
2012; BELSTRQM et al., 2016b).

Diversas abordagens, convencionais ou de genética molecular, podem
ser empregadas para determinagdo do microbioma. A metagenémica refere-se ao
estudo, por metodologia independente de cultivo, que permite avaliar os genomas
presentes na microbiota de determinado habitat (PETROSINO et al., 2009).

Para Kozich et al. (2013), os rapidos avancos da tecnologia de
sequenciamento mudaram o panorama experimental da ecologia microbiana. As
abordagens que geravam centenas de fragmentos de rDNA 16S foram
substituidas por métodos que permitem a obtencao de bibliotecas de clones para
o sequenciamento de milhdes de fragmentos. Diante da ampla gama de produtos
disponiveis, é fundamental avaliar os pontos fortes, pontos fracos e a adequacéao
geral dessas plataformas para a investigacdo de comunidades microbianas, de
forma a obter dados mais informativos e acurados.

Segundo Schloss et al. (2011), essa mudanca decorreu da reducao dos
custos das técnicas de sequenciamento, além do desenvolvimento de
ferramentas robustas de bioinformatica. Os autores concordam na necessidade
de avaliagdo cuidadosa da plataforma a ser empregada, visando a obtencao de
sequéncias de qualidade, levando em consideragdo o custo gerado por amostra
processada. Para Wang et al. (2005) também & importante observar o

comprimento das sequéncias geradas, visto que sequéncias mais longas sao
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mais facilmente relacionadas a um grupo taxondmico, utilizando-se um
classificador.

Para o preparo das amostras, de forma geral, como se parte de uma
amostra de DNA de fita dupla, os passos sao conceitualmente comuns,
independente da plataforma a ser utilizada. Para a conversdo de uma amostra em
uma biblioteca sequenciavel, o DNA deve ser extraido, fragmentado, amplificado,
purificado e quantificado. Outro ponto a ser considerado € que para cada uma das
plataformas existentes, a biblioteca de DNA deve ser fragmentada com
adaptadores flanqueados a sequéncia conhecida (PASTER et al., 2009).

As trés principais tecnologias de sequenciamento de nova geragao sao: 1)
pirossequenciamento com a plataforma 454 Sequencing, da Roche®, que envolve
a fragmentacao do DNA e a amplificacdo com adaptadores especiais, que produz
até um milhdo de cdpias (400.000 sequéncias de DNA com cerca de 2500 bases
de comprimento); 2) a plataforma SOLID®, semelhante aquela da Roche, que
utiliza a incorporacdo de uma ligase e oligonucleotidios universais; e 3) a
plataforma /lllumina®, que também utiliza DNA fragmentado e adaptadores
especializados, mas utiliza a uma superficie de fase solida (FIG 1) (MARDIS et
al.,, 2008). Para Bentley et al. (2008) e Caporaso et al., (2012) , esta ultima

plataforma oferece uma ampla cobertura e custo mais reduzido.

1.4 HOMINGS - HumAN ORAL MICROBE IDENTIFICATION USING NEXT GENERATION
SEQUENCING

O HOMINGS foi desenvolvido pelos pesquisadores Bruce Paster e Floyd
Dewhirst, a partir do HOMIM (Human Oral Microbe Identification Microarray),
associando esta técnica ao sequenciamento de nova geragdo, com andlise in

silico. Os fragmentos, de cerca de 440 pb, que normalmente sdo obtidos pela
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FIGURA 1

Principio da abordagem empregada pela plataforma /llumina. Agrupamentos de
sequéncias sao formados por meio da amplificagcdo por ponte, requerendo sequéncias
adaptadoras e iniciadoras em uma base sélida

(Adaptado de MARDIS et al., 2008, p. 400.).

plataforma MiSeq (/lumina) sdo comparados com sondas espécie-especificas,
apds removidas sequéncias nao utilizaveis e sequéncias quiméricas. Muitas das
sondas foram originalmente concebidas para HOMIM. Os dados sédo analisados
no programa Probe Seq para HOMINGS e, entdo, a frequéncia de bactérias é
determinada. A técnica emprega mais de 600 sondas oligonucleotidicas, de 17 a
40 bases, e permite a identificacdo de microrganismos orais e algumas espécies
estreitamente relacionadas. Os resultados sdo expressos como frequéncia do
microrganismo identificado. O método pode ser aplicado para avaliar associagdes
entre bactérias orais, em condi¢cdes de saude e doencas, como os diversos tipos
de periodontite, céarie, gengivite, pneumonia associada a ventilacdo mecanica,
lesbes endodbnticas, abscessos e halitose. Também pode ser utilizado para
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determinar a eficacia de terapias e a progressdao das doencas orais.
(homings.forsyth.org, GOMES et al., 2015, BELSTRGM et al., 2016a).

Esta abordagem, quando comparada as demais plataformas discutidas,
permite uma identificacdo mais precisa. Entretanto, esta limitada a um painel de
microrganismos para 0s quais as sondas foram sintetizadas (WANG et al., 2014).

1.5 RESISTENCIA A DROGAS ANTIMICROBIANAS NA ODONTOLOGIA

Infecgbes odontogénicas da regido maxilofacial sédo consideradas
doencas graves, mesmo considerando-se 0s grandes avan¢os da quimioterapia
antimicrobiana, em decorréncia de possiveis complicagdes, principalmente,
disseminagao aos espacos anatémicos profundos. Para a abordagem terapéutica
adequada dos pacientes acometidos pelo quadro, é necessario, entre outros, o
conhecimento dos agentes etiolégicos da doenca e do seu perfil de
suscetibilidade a drogas antimicrobianas (CHUNDURI et al., 2012).

Embora estas informagdes sejam fundamentais, devido a caracteristicas
intrinsecas das infeccoes odontogénicas e dos agentes do processo, a
investigacdo laboratorial ndo é realizada na rotina clinica. Assim, uma abordagem
pragmatica e racional para a selecdo empirica do antimicrobiano é aceitavel,
desde que a escolha seja baseada em dados cientificos e na experiéncia
consolidada (KURIYAMA et al., 2000). Atualmente, o tratamento baseia-se,
principalmente, na hidratagao e nutricdo do paciente, manutencéo das vias aéreas
e administracao de altas doses de antimicrobianos, definidos de forma empirica,
direcionados aos microrganismos possivelmente envolvidos (PETERSON, 1993).

A resisténcia bacteriana, a drogas antimicrobianas, tem sido considerada
um problema relevante para a area de saudde, inclusive, para a Odontologia.
Segundo Aracil et al.(2001), Groppo et al.(2005) e Bresco-Salinas et al. (2006), no
que se refere a bactérias orais, taxas crescentes de resisténcia a drogas
antimicrobianas, como macrolidios, penicilinas e clindamicina, vém sendo
detectadas entre diversos grupos de microrganismos. Destacam-se, entre eles, 0s
géneros Porphyromonas e Prevotella.

A avaliacdo da resisténcia bacteriana a antimicrobianos deve considerar a

importancia do grupo microbiano estudado, a doenca em questdo e o papel
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representado pela droga testada no tratamento, justificando-se 0 monitoramento
dos niveis de resisténcia a antimicrobianos apresentado pelos principais
patdogenos (VAN-WINKELHOFF et al, 2005). A utilizacdo inadequada de
antimicrobianos favorece a selecdo de bactérias resistentes, além de ter
repercussdes importantes na ecologia do hospedeiro. Para minimizar este risco e
obter maximo efeito antimicrobiano, € necessario saber em quais situacoes
clinicas seu uso é indicado e a relacdo de eficacia entre as diferentes drogas
antimicrobianas e os microrganismos associados a etiopatogenia de infeccoes
odontogénicas (LOPEZ-PIRIZ et al., 2007).

Entre os anaerdbios obrigatérios, diversos estudos sugerem que
Prevotella, Porphyromonas e Fusobacterium sao 0S microrganismos
predominantes entre bastonetes Gram negativos isolados a partir de infeccoes
odontogénicas orofaciais (HEIMDAHL, 1985; BROOK,1991; CHUNDURI et al.,
2012).

Para Goldstein et al. (1995), enquanto bactérias anaerdbias sao
patdgenos clinicos importantes, laboratorios de analises clinicas variam em suas
capacidades e interesse no isolamento e identificacdo de anaerdbios e no seu
desempenho para realizacdo de testes de suscetibilidade a antimicrobianos de
bactérias anaerdbias. Com o aumento da resisténcia a uma variedade de agentes
classicos “anti-anaerdbios”, incluindo varios relatos de casos de resisténcia clinica
ao metronidazol, é clara a necessidade do emprego de antibiograma com o
objetivo de monitoramento da evolucao da resisténcia antimicrobiana.

Considerando que o uso, ainda que correto, de drogas antimicrobianas
exerce pressao seletiva, favorecendo a elevagdo das taxas de resisténcia
bacteriana, o uso de terapias de curta duracdo tem sido recomendado, embora
nem sempre embasado por dados cientificos. Chardin et al. (2009) realizaram um
estudo que teve como objetivo avaliar o impacto da terapia antimicrobiana contra
Streptococcus, comparando terapias de amoxicilina de trés e sete dias. Os
resultados mostraram que ambos os esquemas terapéuticos tiveram eficacia
clinica semelhante. Em relacdo ao impacto destas terapias sobre as bactérias, os
autores encontraram semelhanca na selecdo de amostras resistentes. Eles
concluiram que a sensibilidade reduzida a amoxicilina € um fenbmeno que se

desenvolve rapidamente, sendo observado mesmo apos terapia de curta duragao.
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Para Veloo et al. (2012), o monitoramento do perfil de suscetibilidade de
microrganismos patogénicos aos antimicrobianos ¢é fundamental para o
tratamento de pacientes com doencas infecciosas. Estabelecer concentracdes
inibitérias minimas de modo sistematico revela mudancas nos padrbes de
sensibilidade e permite detectar o surgimento de resisténcia aos antimicrobianos.
Esta € uma informacao essencial para o uso racional destes compostos na pratica
clinica. Os autores consideram que as diferencas geograficas no perfil de
resisténcia  antimicrobiana  entre  patégenos  periodontais = devem-se,
provavelmente, ao uso diferenciado de antimicrobianos. Estas diferencas
reforcam a necessidade de monitoramento local.

Eick et al. (1999) avaliaram os niveis de resisténcia a antimicrobianos de
microrganismos obtidos de placa bacteriana subgengival e abscessos
odontogénicos. Os autores mostraram que as amostras recuperadas de placa
subgengival apresentavam-se mais resistentes a antimicrobianos do que aquelas
isoladas de abscessos odontogénicos. A explicacdo dada pelos pesquisadores
para o achado foi a presenca de biofilme, que dificulta a penetracao das drogas
antimicrobianas. Contudo, os autores alertam para a necessidade de cuidado na
interpretacdo dos resultados obtidos in vitro, que ndo devem ser extrapolados
indiscriminadamente para a situacao in vivo.

Gaetti-dardim et al. (2010) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar
a suscetibilidade a drogas antimicrobianas de microrganismos isolados de
infeccbes periodontais e peri-implantares. Foram testadas azitromicina,
claritromicina, clindamicina, eritromicina, lincomicina, metronidazol e tetraciclina.
Um total de 187 amostras de bactérias anaerébias obrigatérias e facultativas foi
estudado. Os resultados mostraram que a resisténcia a eritromicina, lincomicina e
tetraciclina era mais disseminada entre 0os microrganismos isolados. Os autores
concluiram que a utilizagdo de macrolidios mais tradicionais para o tratamento
destas infecgdes merece ser mais bem avaliada, devendo, os mesmos, serem
substituidos por “novos” farmacos do grupo.

Warnke et al.(2008) examinaram o espectro de patégenos potenciais
encontrados em abscessos odontogénicos e seu perfil de suscetibilidade a
penicilina, amoxicilina + acido clavulanico, doxiciclina, clindamicina e

moxifloxacino. Segundo os autores, embora a maioria das amostras isoladas
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destes abscessos seja suscetivel a penicilina, o antimicrobiano é menos eficaz
que os demais farmacos testados. Moxifloxacino mostrou a maior eficacia contra
anaerdbios facultativos e bons resultados contra anaerdbios obrigatérios. Os
autores relataram ainda que, além de drenagem do abscesso cirurgico, penicilina
intravenosa adicional € suficiente para a rapida resolucdo das manifestacdes
clinicas na maioria dos pacientes com abscesso odontogénico.

Kuriyama et al. (2007) consideraram a amoxiciina como um
antimicrobiano apropriado como de primeira escolha. A amoxicilina tem espectro
de atividade semelhante ao da penicilina V, mas a sua maior dose/intervalo a
torna uma alternativa atraente. A combinacao de amoxicilina e &cido clavulanico é
util para pacientes que tenham sido previamente tratados apenas com a droga [3-
lactamica, sem sucesso.

A eritromicina € um macrolidio com espectro de acao comparavel ao da
penicilina, para tratamento de infeccdes odontogénicas. E mais ativo contra
bactérias Gram positivas e cocos anaerébios orais. Ha indicios de aumento das
taxas de resisténcia a eritromicina (SANDS, 1995). A azitromicina, outro
antimicrobiano da classe dos macrolidios, tem grau mais elevado de absorcéo
oral e € mais ativo contra amostras Gram negativas. Apresenta espectro de agéao
e taxas de resisténcia similares aos observados para a eritromicina, nao sendo
considerada uma droga de primeira escolha para infecgdes odontogénicas
(MAESTRE JR., 2002).

Pinto et al. (2015) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar o perfil
de suscetibilidade a macrolidios de microrganismos isolados de infeccoes
odontogénicas graves no Hospital Municipal Odilon Behrens, Minas Gerais, Brasil.
As amostras de Streptococcus do grupo viridans apresentaram resisténcia similar
aos diferentes macrolidios, azitromicina, eritromicina e claritromicina. Desta
maneira, pode-se optar pelo emprego do antimicrobiano com menos efeitos
colaterais e posologia facilitada.

Segundo Brook et al. (2005), a clindamicina tem sido utilizada
clinicamente ha mais de 30 anos e tem demonstrado um bom registro de eficacia
e seguranca em uma variedade de infec¢des, incluindo infec¢cdes odontogénicas.
No entanto, a utilizagdo deste agente tem sido limitada, em geral, pela
possibilidade de desenvolvimento de colite pseudomembranosa, embora a taxa
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de ocorréncia desta complicacao colite pseudomembranosa associada ao uso de
clindamicina ndo é mais frequente que aquela relacionada a muitos outros
antimicrobianos comumente empregados. A clindamicina é considerada uma
droga altamente eficaz no campo da Odontologia, devendo ser considerada como
um antimicrobiano de primeira linha para tratamento de pacientes alérgicos a
penicilina, com as mais diversas infeccdes orais.

Diversos autores (SOBOTTKA et al, 2002; CHAN; CHAN, 2003;
BASCONES et al, 2004; WARNKE et al, 2008) citam moxifloxacino,
levofloxacino, claritromicina, travofloxino, minociclina e espiramicina associado(s)
a metronidazol e doxiciclina como possibilidades terapéuticas no tratamento das
infeccdes odontogénicas graves. Para Zeitoun e Dhanarajani (1995) e Morey-Mas
et al.(1996), os aminoglicosideos também tém sua indicag¢ao clinica nos casos de
infecgdes odontogénicas disseminadas para 0s espacos cervicais.

O metronidazol é uma droga sintética, bactericida, do grupo dos
nitroimidazéis, altamente ativa contra bactérias Gram negativas anaerdbias
obrigatérias e espiroquetas. Usualmente, é administrado em associacdo com
outras drogas que sao ativas contra bactérias anaerobias facultativas Gram
positivas, como amoxicilina e amoxicilina + acido clavulanico (KARLOWSKY et al.,
1993; ROCHE; YOSHIMORI, 1997; MAESTRE JR., 2002; KURIYAMA et al.,
2007).

O metronidazol é considerado como uma droga de baixo custo,
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas favoraveis e poucos efeitos
adversos menos evidentes. Embora ainda seja o antimicrobiano de escolha para
a terapia de infecgbes por anaerdbios, tem sido relatada diminuicdo da
suscetibilidade de algumas bactérias, como Bacteroides (LUBBE et al., 1999;
PAPAPARASKEVAS et al., 2008; LOFMARK et. al., 2009; XIE et al., 2013).

Dados epidemiolégicos gerados por investigacao conduzida por Jenks et
al. (1999) sugerem que a variacao terapéutica no uso do metronidazol parece ser
um dos principais fatores que contribuem para as diferencas entre o perfil de
resisténcia observado em diferentes regides geograficas. Tem sido proposto que
os niveis elevados de resisténcia relatados em paises em desenvolvimento
também podem estar relacionados com a utilizacdo de metronidazol para
tratamento de doencgas causadas por protozoarios. Ainda, a alta prevaléncia de
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microrganismos resistentes recuperados de mulheres poderia estar relacionada
com a utilizacao de metronidazol para o tratamento de infec¢des do trato genital.

Lee et al. (2010) determinaram o perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos de 255 bactérias anaerdbias coletadas em 2007 e 2008 em um
hospital da Coréia do Sul. A piperacilina-tazobactam, cefoxitina, imipenem, e
meropenem foram o0s agentes mais ativos contra a maioria das amostras
testadas. Para os autores, o continuo monitoramento € necessario para detectar
mudancas no padrao regional.

Para Poeschl et al. (2010), normalmente, bactérias anaerdbias precisam
de mais tempo em cultura e sdo mais sensiveis as alteracées durante o seu
transporte a partir do local de coleta até o laboratério. Portanto, pode se presumir
que muitos anaerdbios nao sobrevivam ao processo de coleta e de transporte e,
desta forma, ndo sao detectados. A antissepsia meticulosa da pele ou mucosa
antes de puncdo e aspiracdo ou raspagem, bem como um curto tempo de
transporte em meios adequados, sdo necessarias para o diagnostico acurado.

Os testes de suscetibilidade aos microrganismos anaerébios apresentam
dificuldades técnicas quando comparados aqueles realizados para bactérias
facultativas, pelos seguintes motivos gerais: (1) manipulacao especial, evitando o
contato com oxigénio; (2) a cultura anaerdbia é necessaria; (3) o padrao de
crescimento da cultura varia muito entre os diferentes tipos de anaerébios; e (4)
muitos anaerdbios tém muitas exigéncias nutricionais. Processos infecciosos
envolvendo anaerébios geralmente tém etiologia polimicrobiana, envolvendo, em
média, trés a cinco espécies, no caso de infeccado anaerdbia supurativa.
(SOCIEDADE JAPONESA DE QUIMIOTERAPIA E DOENGCAS INFECCIOSAS,
2011).

As bactérias anaerdbias compreendem uma grande propor¢cdo da
microbiota indigena de seres humanos. Estes microrganismos evoluiram na
capacidade de adquirir e disseminar, por conjugacdo, elementos genéticos
“mdveis”, muitos dos quais abrigam marcadores de resisténcia a drogas
antimicrobianas. Ainda, apresentam capacidade de sobrevivéncia em ambiente
hipoxico/andxico e contribuem para a formacdo de abscessos. Assim, sao
considerados patdégenos importantes (VEDANTAM, HECHT 20083).
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Gilmore et al. (1998) relataram que, entre os anaerdbios obrigatérios, a
resisténcia as penicilinas pode variar de 8,9% a 16%, dependendo do género
envolvido. A amoxicilina ainda apresenta um elevado nivel de atividade contra a
maioria dos anaerbdbios orais, enquanto que a suscetibilidade reduzida de
Prevotella pode ser uma questdo de preocupacdo em relacdo ao perfil de
suscetibilidade as penicilinas.

Estudo realizado por Sousa et al. (2003), que incluiu bactérias
provenientes de canais radiculares com abscessos periapicais, demonstrou que
20% e 80% das amostras de F. necrophorum e P. prevotii, respectivamente,
foram suscetiveis a eritromicina. Os autores detectaram, ainda, suscetibilidade a
benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico, metronidazol e
clindamicina. Os autores recomendaram o0 uso destes antimicrobianos para
pacientes com alto risco de infecgbes bacterianas e endocardite ou para aqueles
com abscessos periapicais. A penicilina ainda parece ser a droga de escolha para
o tratamento infeccoes odontogénicas. Para pacientes alérgicos a este
antimicrobiano, a clindamicina pode ser boa alternativa.

Poeschl et al. (2010) avaliaram, em um estudo retrospectivo, o0s
microrganismos presentes em infeccbes de cabeca e pescoco e o perfil de
suscetibilidade a antimicrobianos utilizados na rotina de tratamento. Um total de
206 pacientes que apresentaram infeccoes odontogénicas de espaco profundo
foram recrutados. Os microrganismos predominantes foram Streptococcus do
grupo viridans, Staphylococcus, Prevotella, Peptostreptococcus e Bacteroides.
Em se tratando dos anaerdbios facultativos, as taxas de resisténcia foram de
18%, 14% e 7% para clindamicina, macrolidios e penicilina G, respectivamente.
No que se refere aos anaerdbios obrigatérios, resisténcia a clindamicina,
metronidazol e penicilina G foi detectada em 11%, 6% e 8% das amostras,
respectivamente.

Gomes et al. (2011) realizaram um estudo com objetivo de analisar a
suscetibilidade de microrganismos anaerdbios obrigatérios isolados em diferentes
periodos de tempo, para avaliar o perfil de desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos frequentemente prescritos em endodontia. Para tanto, as
amostras de canal radicular foram coletadas a partir dentes infectados em
diferentes periodos de tempo (2000-2002, 2003-2005 e 2007-2008). Os autores
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concluiram que amoxicilina e amoxicilina + clavulanato foram eficazes contra a
maioria das espécies no diferentes periodos de estudo. No geral, houve pouca
diferenga quanto a susceptibilidade microbiana quando observados os diferentes
intervalos de tempo avaliados. No entanto, foi notado aumento da resisténcia a
penicilina G e a clindamicina. A resisténcia a eritromicina também foi observada
em todas as espécies.

Xie et al. (2013) testaram o padrdo de suscetibilidade de 41 bactérias
anaerodbias isoladas a partir de um abscesso periodontal as drogas clindamicina,
doxiciclina, amoxicilina, imipenem, cefradina, cefixima, roxitromicina e
metronidazol. O antimicrobiano mais eficaz foi imipenem, ao qual todos os
microrganismos foram sensiveis. Observou-se resisténcia a doxiciclina,
metronidazol, amoxicilina e cefixima em 6,7%, 3,3%, 16,7% e 25% das amostras,
respectivamente. Os farmacos menos eficazes foram clindamicina e roxitromicina,
para os quais taxa de resisténcia de 31,7% foi detectada, o que limita sua
utilizacao para tratamento empirico de pacientes com abscessos periodontais.

Kuriyama et al. (2002) relatam suscetibilidade a minociclina de 90% e
77% das amostras de Streptococcus do grupo viridans em 1991 e 2002,
respectivamente. Com base nestes resultados, os autores reforcam a
necessidade de monitoramento da suscetibilidade antimicrobiana.

Limeres et al. (2005), na Espanha, isolaram 50 amostras de
Streptococcus do grupo viridans de abscessos odontogénicos em estagio inicial.
A maioria das amostras foi suscetivel aos B-lactamicos, incluindo penicilina,
ampicilina e amoxicilina (cerca de 95%). Resisténcia a eritromicina e a
clindamicina foi observada para 60% e 12% das amostras, respectivamente.

Farmahan et al. (2014), em um estudo de suscetibilidade de amostras
isoladas de processos infecciosos de cabeca e pescogo, observaram que a
origem dental foi a mais prevalente. Entre os microrganismos isolados, 70% dos
Streptococcus foram suscetiveis a amoxiciina e 84% a associagédo
amoxicilina/metronidazol. Entre as amostras de Staphylococcus aureus, 14%
foram resistentes a penicilina. Os autores ndo encontraram nenhuma mudanca
significativa no perfil de suscetibilidade quando os dados foram comparados com
estudos anteriores e concluem que a amoxicilina ainda pode ser utilizada nestas
infecgbes de forma eficaz.
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Brenciani et al. (2014), em estudo que incluiu 263 amostras de
Streptococcus do grupo viridans isoladas do trato aéreo superior, encontraram
taxa de resisténcia a eritromicina de 56,3%. Os autores relataram resisténcia a
tetraciclina e ao cloranfenicol de 27,4% e 2,7%, respectivamente. Segundo 0s
autores, as taxas elevadas de Streptococcus do grupo viridans resistentes aos
macrolideos confirmam a persisténcia de uma prevaléncia acentuada desta

resisténcia na Europa.

1.6 RESPOSTA IMUNO-INFLAMATORIA NAS INFECCOES ORAIS

1.6.1 ASPECTOS GERAIS

Os leucécitos sao integrantes do sistema imunitario humano e séao
capazes de circular para locais de infeccdo e retornar para 6rgaos linfoides
secundarios, favorecendo a elaboragdo de uma resposta imunolégica adequada.
Embora certos leucdcitos, por exemplo, fagécitos ou células citotdxicas, possam
exercer seus papéis diretamente no local da infeccdo, algumas células precisam
retornar para os ganglios linfaticos ou ao bacgo, onde podem apresentar antigeno
ou sinais para outras células efetoras. Esta comunicacdo ocorre por meio de
receptores da superficie celular com subsequente ativacdo de outras células
efetoras (BRYANT; SLADE, 2015).

A resposta de um hospedeiro ao contato com agentes microbianos
envolve a liberacao de inumeros mediadores (TAKAHASHI, 1998). Sabe-se que o
desenvolvimento, bem como o controle da resposta imunolégica, dependem, em
grande parte, da producéo local de citocinas, que direcionam o processo (DALE et
al., 2001).

A resposta imune pode ser dividida em inata e adaptativa. A imunidade
inata estd associada as fases iniciais da resposta imune e atua contra o agente
agressor de maneira inespecifica, nao se alterando com a exposicao repetida a
este agente (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000). A imunidade adaptativa acentua
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mecanismos efetores similares aqueles da resposta inata, direcionando-os com
maior precisdo. Esta resposta é determinada pela ativacdo de macréfagos ou pela
producao de anticorpos (MOSER; MURPHY, 2000).

A imunidade inata proporciona resisténcia a doengas sem reconhecer
antigenos especificos. Fazem parte desta resposta, as barreiras anatémicas,
como a pele e mucosas, proteinas solUveis antimicrobianas (como, sistema de
complemento e lisozima), células fagocitarias (macréfagos, neutréfilos e células
dendriticas) e células NK. A resposta inflamatéria envolve proteinas de fase
aguda e o recrutamento de células fagociticas para o local da lesao ou infeccéo.
Esta é considerada um componente importante da defesa imune inata contra uma
vasta gama de agentes patogénicos (McDADE et al., 2016).

A imunidade adaptativa inclui a capacidade de reconhecer os antigenos
alvo com especificidade, de forma mais agil e com respostas eficazes. A natureza
da resposta imune adaptativa € dependente de uma interacdo complexa entre as
varias via imunolégicas. Os linfécitos T e B sdo os centros mediadores celulares
da imunidade especifica e isto € determinado pela exposicdo prévia destas
células a estes antigenos. A selecao clonal € importante para o desenvolvimento
desta resposta. Para o controle da resposta imune, o equilibrio entre as
chamadas respostas Th1 e Th2 é crucial (MODLIN et al., 1993; McDADE et al.,
2016).

As células T expressam diferentes conjuntos de citocinas, quimiocinas e
receptores, 0s quais sao considerados importantes mediadores de recrutamento
de leucdcitos para o local da injaria, como, por exemplo, a lesao periapical (SILVA
et al., 2005). Algumas quimiocinas sao constitutivamente secretadas e regulam o
transito de linfécitos, enquanto outras sdo produzidas como consequéncia do
estimulo pré-inflamatério ou infeccdo. Coordenam a migracdo de leucécitos
imaturos e células dendriticas para estes locais. Outra habilidade das quimiocinas
€ contribuir para a cicatrizacao de feridas (ROSSI; ZLOTNIK, 2000). As citocinas
e quimiocinas, além do recrutamento e da regéncia do processo inflamatério,
podem também estar envolvidas na promocdo de danos ao hospedeiro
(KAWASHIMA et al., 1996; KAWASHIMA ; STASHENKO, 1999).

De acordo com o conceito atual de desenvolvimento das células Th

CD4+, existem, pelo menos, quatro subtipos diferentes de resposta: Th1, Th2,

41



10

15

20

Th17 e Treg (DIVEU et al.,, 2008; MCGEACHY; CUA, 2008; GARLET, 2010;
QUEIROZ-JUNIOR et al., 2010) (FIG. 2). Estas respostas possuem regulagao
cruzada e as citocinas produzidas em cada uma delas sdo antagénicas.
(RIBEIRO-SOBRINHO et al., 2002; COLIC et al., 2009; TEIXEIRA-SALUM et al.,
2010).

1.6.2 CELULAS T HELPER

Os linfocitos T auxiliares, Th1 e Th2, foram descritos, pela primeira vez,
ha cerca de 30 anos por Mosmann e colaboradores na década de 80. As células
Th1 promovem respostas inflamatérias e apresentam, ainda, a fungdo de
supressao de células B. A resposta Th1 é especialmente importante no controle
de infecg¢es intracelulares (MODLIN et al., 1993).

Em contraste, as células Th2 induzem resposta humoral, pela ativacao
dos linfécitos B e, como fung¢do secundaria, atuam na supressao da resposta Th
(MODLIN et al., 1993). As células Th2 medeiam a defesa contra patdégenos
extracelulares, incluindo helmintos, e estao relacionadas a progressao da asma e
outras doencas alérgicas (MOSMANN; COFFMAN, 1989; LE GROS et al., 1990;;
PAUL; SEDER 1994).
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FIGURA 2

Subtipos de linfécitos T CD4+: citocinas e tipo de resposta relacionadas
(Adaptado de ZHU; PAUL, 2008, p. 1562,).
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O subconjunto de células Treg é representado pelos linfocitos T CD4+
Foxp3+. Estas células desempenham um papel critico na manutencéo da auto-
tolerancia, bem como na regulacdo da resposta imune (SAKAGUCHI, 2011). A
ativacao das células Treg pode trazer beneficios para o tratamento de doencas
autoimunes e para a prevencao da rejeicao de aloenxertos (JOFFRE et al., 2008).
Suas funcdes de supressao sao exercidas por meio de diversos mecanismos,
alguns dos quais requerem contato célula-célula (SHEVACH, 2006).

A auséncia de células Treg ou do fator de transcricdo Foxp3 levam ao
rapido desenvolvimento da auto-imunidade fulminante em mudltiplos érgdos. Os
mecanismos supressores utilizados por Treg incluem a produc¢éo de citocinas, tais
como IL-10, TGF-B e IL-35 e outras proteinas de superficie celular que modulam
outros subconjuntos de T convencionais. (GEIGER; TAURO, 2012). As células
Treg suprimem os efeitos inflamatérios da ostedlise, por acdo de citocinas como
TGF-B e IL-10 (BELKAID;TARBELL, 2009; GARLET et al.,. 2010; GLOWACKI et
al.,. 2013).

A caracterizacao das células Th17 como uma linhagem distinta de células
CD4+ contribuiu para um melhor conhecimento sobre a resposta imune,
anteriormente baseada na dicotomia Th1/Th2. As células Th17 estédo relacionadas
com a inducao da expressao de citocinas pré-inflamatérias (GUGLANI; KHADER,
2010). A resposta Th17 estd envolvida em uma série de doengas infecciosas,
autoimunes e processos osteoliticos (SUNDRUD, 2013).

Cada tipo de resposta esta associado a um conjunto de citocinas e

quimiocinas, que serao discutidas a seguir.

1.6.3 CITOCINAS

As citocinas sao proteinas regulatérias que desempenham papel
importante na resposta imune, incluindo ativacéo, proliferacdo, diferenciacéo,
sobrevivéncia e apoptose de linfocitos. Agem, também, na modulagéo do sistema
imune, por meio de sua acao anti-inflamatéria. Sao secretadas por diferentes tipos
celulares (linfocitos, células apresentadoras de antigenos, mondcitos, células
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endoteliais e fibroblastos), da imunidade inata e adaptativa (ABBAS et al., 2011).
As citocinas sdo mensageiros intercelulares, representando um mecanismo chave
pelo qual as células envolvidas nas respostas imunoldgicas se comunicam
(SEYMOUR; TAYLOR, 2004).

A resposta tipo Th1 é caracterizada pela producao de, entre outros, TNF-
a, IFN-y, IL-2 e IL-1, enquanto a resposta Th2 envolve a producédo de IL-4, IL-5,
IL-9, IL-10, IL-13 e IL-25. Como mencionado, estas respostas possuem regulacao
cruzada e as citocinas produzidas em cada uma delas sdo antagbnicas. As
células Th17 produzem as citocinas IL-17, IL-21 e IL-22 (RIBEIRO-SOBRINHO et
al., 2002; COLIC et al., 2009; TEIXEIRA-SALUM et al., 2010).

A IL-4 também ativa a diferenciacdo alternativa de macréfagos
(conhecidos como macréfagos M2), que produzem IL-10, TGF-B, poliaminas e
prolinas e sao importantes no reparo dos tecidos e fibrose (ABBAS et al., 2011).

O TNF-a € um potente mediador imunolégico das respostas inflamatérias
agudas e crbnicas, com capacidade de aumentar a reabsorcdo &ssea
(BIRKCDAL-HANSEN, 1993). E considerado o principal mediador da resposta
inflamatéria aguda induzida por bactérias Gram negativas e outros
microrganismos infecciosos. O estimulo mais importante para ativar a producao
de TNF-a pelos macréfagos é o LPS. Esta célula é a principal fonte da citocina,
que também pode ser secretada por células Th1, NK e mastécitos (PRSO et al.,
2007; ABBAS et al., 2011).

O TNF-a desempenha papel importante na resposta a danos do tecido ou
infeccdo, por promover a inflamagéo, recrutando linfécitos e mondcitos para os
locais de infeccao e estimular células endoteliais que expressardo moléculas de
adesao e secretardao quimiocinas (PFEFFER, 2003).

O IFN y é produzido tanto por células da resposta inata, células NK,
macréfagos e células mielomonociticas, como por células da resposta adaptativa,
células Th1, linfécitos T citotoxicos e células B. E um mediador chave na ativagéo
e diferenciacdo de macrofagos, potencializando a acao microbicida e de
fagocitose destas células e regula a expressao de IL-1 e TNF-a. Contribui para a
eliminacdo de microrganismos, promove atividade citotéxica e induz apoptose de
célilas epiteliais, da pele e da mucosa (KAWASHIMA et al., 2007; BASINSKI et
al., 2009 ; COLIC et al., 2009; GAZIVODA et al., 2009; ABBAS et al., 2011). Além
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da ativacdo de macréfagos, a citocina exerce fungdes criticas na imunidade inata
e adaptativa mediada por células (ABBAS et al., 2011). A secrecao de IFN-y é
desencadeada pela IL-12 e regulada pela IL-10 (COLIC et al., 2010).

A IL-1 foi descrita como uma proteina que induzia febre, os chamados
pirbgenos com habilidade leucocitaria. Existem duas grandes proteinas, IL-1a e
IL-1B, que apresentam baixa homologia entre suas sequéncias, mas exibem
propriedades biolégicas semelhantes. Entretanto, existem diferencas
fundamentais em sua localizacdo, maturacao e secrecao. A IL-1a é traduzida em
uma forma biologicamente ativa, enquanto que a IL-13 é traduzida como proé-IL-
1a, que ndo possui nenhuma atividade biolégica, até que seja processada pela
caspase 1. A IL-1 é uma citocina pro-inflamatéria potente, que age como um
pirbgeno enddgeno. Expressa diversos efeitos potencializadores de proliferagao
celular, diferenciacéo e funcdo de muitas células imunocompetentes da resposta
inata e especifica (AKDIS et al.,2011).

IL-10 € um fator anti-inflamatério, importante regulador de varias vias da
resposta imunitaria. A citocina é produzida, principalmente, por monécitos, células
T, células B, células NK, macréfagos e células dendriticas (MOORE et al., 1993;
MOSMANN et al., 1994; ABBAS et al, 2011). A IL-10 foi originalmente
identificada pela sua habilidade em antagonizar a imunidade celular (DE WAAL et
al., 1991; FIORENTINO et al., 1991; DE WAAL et al., 1991). Limita a taxa de
infiltracdo de leucécitos e de inflamacao, as células apresentadoras de antigenos
e a expressao de MHC de classe Il, além de outras moléculas co-estimulatérias
na superficie de macrofagos e mondécitos (AKDIS et al.,, 2011). A IL-10 inibe a
expressao de muitas citocinas e quimiocinas pro-inflamatoria, além de receptores
de quimiocinas (DE WAAL MALEFYT et al.,, 1991). Além destes efeitos, a IL-10
também afeta diretamente a ativacdo de células T, por meio da supressédo de
CD28 e CD2 (TAYLOR et al.,, 2007). Em contraste com seus efeitos inibitérios
sobre as células T, a IL-10 promove a proliferacao e a diferenciacado das células B
e aumenta a producéao de IgG (KANG et al., 2005; AKDIS et al., 2011).

A citocina multifuncional TGF-B foi descoberta no inicio dos anos 80
(GARBER, 2009). Suas fungbes incluem regulacdo e diferenciacdo celular,
proliferacdo, cicatrizacdo de feridas e angiogénese (FERRARI et al., 2009;
KAMINSKA et al., 2013). Esta citocina também desempenha papel importante na
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regulacao da homeostase do sistema imunolégico (FACCIABENE et al., 2012).
Promove a expressao de genes foxp3 e producao de células Treg (SAINI et al.,
2014). Por outro lado, TGF-B inibe a ativacdo de linfocitos e mondcitos (DEN-
HARTOG et al., 2013). A superfamilia TGF-B inclui as proteinas morfogenéticas
do o0sso, fatores de diferenciagcao do crescimento (SHI et al., 2016). Existem pelo
menos trés isoformas de TGF-B: TGF-p1, TGF-B2, e TGF-3. O TGF-B1 é
expresso em células epiteliais, endoteliais e hematopoiéticas, o TGF-B2, em
células epiteliais e neuronais e o TGF-B3, primariamente em células
mesenquimais (PAPAGEORGIS, 2015). TGF-B1 € armazenado em uma forma
biologicamente inativa, que contém um peptidio sinal, associado a laténcia, e o
pepetidio maduro. Apos digestdo pela protease intracelular,TGF-B € produzido
(HORIGUCHI et al., 2012)

A IL-17A, inicialmente chamada IL-17, foi a citocina inicialmente descrita
neste subconjunto, que abrange citocinas estruturalmente distintas. E expressa
por células ativadas CD41 Th17 (HARRINGTON et al.,2005), mas, sua expressao
também tem sido detectada em células T, células CD81, células NK e neutréfilos
(SCHMIDT-WEBER et al., 2007). A IL-17A e consequentemente as células Th17
estdo envolvidas em diversas doengas inflamatérias, incluindo esclerose multipla
e atrite (NAKAE et al, 2003) O aumento niveis de IL-17A também foram
encontrados em pacientes com psoriase e doencas alérgicas, tais como asma e
dermatite atépica. Esta citocina atua nas células apresentadoras de antigeno,
como macrofagos e células dendriticas, induzindo a producdo de citocinas e
quimiocinas. Além disso, é responsavel pelo recrutamento de neutréfilos e pela
granulopoiese (YU et al., 2007; GUGLANI; KHADER, 2010).Embora produzida
principalmente pelas células T, a IL-17 ativa muitos dos eventos sinalizados por
citocinas da resposta imune inata, tais como TNF-a e IL-1B, sendo considerada
uma molécula de ligacao entre esta resposta e a resposta imune adaptativa (YU
et al., 2007).
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1.6.4 QUIMIOCINAS

As quimiocinas constituem um grupo especializado de citocinas que
coordenam o movimento de leucécitos dentro e através de tecidos, logo,
envolvidas em uma grande variedade de processos bioldgicos, incluindo
desenvolvimento de 6rgaos e homeostase, angiogénese e ativagdo e regulacéao
imunoldgica. O papel das quimiocinas e 0s seus receptores cognatos na resposta
imune sao realizados através do trafico de leucécitos (BRYANT; SLADE, 2015).

Os membros da superfamilia das quimiocinas sdo polipeptidios
secretados, que variam em massa molecular de cerca de 5 a 20 kDa.
Historicamente, estes foram nomeados com base na sua funcdo, mas, a
nomenclatura genérica é atualmente utilizada. Esta categoriza as quimiocinas em
quatro subfamilias, com base na posicdo relativa dos residuos de cisteina
conservados na cadeia polipeptidica. Assim, quimiocinas C, CC, CXC e CX3C sao
reconhecidas (FIG 3). Em geral, as quimiocinas tém habilidades caracteristicas.
Assim, as quimiocinas CXC podem ativar neutréfilos, as quimiocinas CC sao,
principalmente, quimiotaticas para mondcitos/macréfagos e linfocitos, bem como
cruciais no desenvolvimento da imunidade adaptativa, promovendo recrutamento
de linfécitos e apresentacao de antigenos (SAHINGUR; YEUDALL, 2015).

FIGURA 3

Estrutura das quimiocinas. Diagrama esquematico indicando as relagbes dos residuos
conservados de cisteina (C) e pontes dissulfeto.
As subfamilias C, CC, CXC e CX3C de quimiocinas estao representadas.
(Adaptado de SAHINGUR; YEUDALL, 2015, p. 3).

A IL-8 foi identificada como um fator quimiotatico neutréfilo especifico,

sendo, posteriormente, classificada como um membro da familia de quimiocinas
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CXC. E produzida por uma variedade de células, tais como mondcitos e
macréfagos, neutrofilos, linfocitos, células endoteliais e epiteliais apds estimulo
com IL-1q, IL-1B, IL-17 e TNF-a (COELHO et al.,2005). Os receptores para IL-8
sdo CXCR1 (IL-8RA) e CXCR2 (IL-8RB) (HOLMES et al., 1991). As principais
funcdes efetoras de IL-8 sdo ativacado e recrutamento de neutréfilos para o local
da infeccdo. Além de neutrdfilos, a IL-8 também atrai células NK, células T,
basoéfilos e eosindéfilos (BURKE et al., 2008). Concentracbes aumentadas de IL-8
foram encontradas em processos inflamatérios locais em pacientes com doencas
como psoriase, infeccao viral de vias aéreas superiores e doenca pulmonar
obstrutiva crénica (SEITZ et al., 1991;HOLCK et al., 2003).

A CCL2 é membro da subfamilia de quimiocinas CC, caracterizada pela
auséncia de aminoacidos entre cisteinas conservadas na extremidade amino-
terminal da molécula. Esta quimiocina é produzida por uma variedade de células,
incluindo macréfagos, linfocitos, neutrofilos, fibroblastos e células endoteliais. A
CCL2 é responsavel pela quimiotaxia de células mononucleares, sobretudo
macréfagos/mondécitos, para os locais de inflamacao. O aumento da expressao de
CCL2 em locais inflamados sugere seu papel na defesa contra processos
infecciosos de origem bacteriana (DISTLER et al., 2001; YOSHIE et al., 2001;
ARNDT et al., 2004; SILVA et al., 2005;. MARCAL et al., 2010).

A quimiocina CCL5 desempenha papel no recrutamento de uma
variedade de leucdcitos, incluindo células T, macréfagos, eosindfilos e baséfilos.
Em colaboracdo com determinadas citocinas, tais como IL-2 e IFN-y, a CCL5
também induz a proliferacdo e ativacdo de células (SORIA et al., 2008). Além
disso, esta quimiocina pode ter um efeito indireto sobre a progressdo de tumoral,
controlando a resposta imunitaria anti-tumoral, uma vez que foi demonstrado que
a sua expressao pode promover o crescimento do tumor e contribui para a
metastase, em diferentes tipos de tumores malignos (OLIVEIRA et al., 2014).

Em relacdo ao método empregado para avaliagao do perfil de citocinas e
quimiocinas, o PCR em tempo real tem sido amplamente utilizada. A técnica,
precedida por trancricdo reversa, permite a quantificacdo de mRNA de forma
rapida, sensivel e especifica. Por meio de PCR em tempo real € possivel a
observacado da cinética de amplificagdo em tempo real, através da mensuragao
dos sinais de fluorescéncia especifica em cada ciclo (SCHEFE et al., 2006).
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1.6.5 RESPOSTA IMUNO-INFLAMATORIA ASSOCIADA AOS PROCESSOS INFECCIOSOS
ODONTOGENICOS

Lesdes periapicais de origem endoddntica e doenca periodontal sao
condigdbes comumente encontradas na cavidade oral, que compartilham
mecanismos patoldgicos, envolvendo interagbes entre células do sistema
imunolégico e o0sso. Ambas demonstram padrdes semelhantes de
desenvolvimento e absorgdo 6ssea associada a bactérias que aderem e invadem
os tecidos moles e estimulam uma resposta imuno-inflamatéria e osteoclastica
subsequente. Contudo, existem algumas diferencas entre a infecgéo periapical e
periodontal (GRAVES et al.,2011).

No modelo de desenvolvimento da doenca periodontal, a presenca de
bactérias é necessaria, mas nao o suficiente para provocar o desenvolvimento de
periodontite. O reconhecimento de componentes microbianos como "sinais de
perigo” por células hospedeiras e a subsequente producdo de mediadores
inflamatérios sdo passos essenciais na patogénese desta doenca inflamatéria
(GRAVES et al.,2011).

As doengas periodontais tém sido associadas a uma variedade de
desequilibrios na regulacao da resposta imuno-inflamatéria. A ativacao de células
ocorre localmente em resposta aos antigenos da placa subgengival. O numero de
células T CD4+ ativadas aumenta com a gravidade da doenca e o grau de
inflamacao gengival (MATHUR; MICHALOWICZ, 1997).

Para a doenca periodontal, como regra geral, as citocinas Th1 tém sido
associadas com destruicdo Ossea, enquanto seus antagonistas -classicos,
citocinas do subconjunto Th2, sdo descritas para minimizar esta perda éssea. As
células Th17 foram descritas como um subconjunto de células T, com
propriedades inflamatorias, envolvidas numa série de doencgas infecciosas,
autoimunes e osteoliticas. Logo, a IL-17 esta associada com lesdes periodontais
ativas. Ja as células Treg tém efeito supressor da ostedlise inflamatéria, mediado
pela IL-10 e pelo TGF-B. (SILVA et al.,2015).

Com relacao as citocinas das respostas Th1 e Th17, as mesmas podem
agir sozinhas ou associadas, por meio da ativacdo de mondcitos/macroéfagos,
linfécitos,fibroblastos e outros elementos celulares, o que leva a destruicao do
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colageno e a reabsorcao do tecido 6sseo, através do estimulo aos osteoblastos
periodontais em RANKL (MOSMANN; SAD, 1996; GAFFEN; HAJISHENGALLIS,
2008; GRAVES, 2008). Dutzan et al. (2009) demonstraram que em lesdes
periodontais ativas, os niveis de citocinas relacionadas ao subconjunto Treg
estavam inversamente relacionados aqueles de RANKL, refor¢cando, desta forma,
seu papel contra a reabsorcao dssea.

De acordo com Garlet et al. (2010), existe uma relacdo de causa/efeito
entre as células Treg e gravidade da periodontite. Observou-se que a migracao de
células T CD4+ Foxp3+ para tecidos periodontais, apds a infeccdo experimental,
esta associada a um declinio na taxa de progressdo da doenca, e sua inibicao
resultou num aumento da perda de o0sso alveolar e migragdo de células
inflamatérias.

Para Claudino et al. (2010), além da atenuacao da destruicao de tecidos,
as citocinas do subconjunto Treg, tais como IL-10 e TGF- estdo associadas com
a reparacao de tecidos. Na doenca periodontal, também observou-se que a IL-4,
citocina da resposta Th2, no fluido do sulco gengival diminui a intensidade da
doenca periodontal, sugerindo que esta citocina pode mediar a remissdo ou
melhora deste processo (PRADEEP et al., 2008). A IL-4 também induz a
producdo de citocinas com propriedades supressivas semelhantes ou
complementares, tais como a l-10 ( PESTKA et al., 2004).

Ja as lesdes periapicais de origem endodéntica tém sido associadas com
multiplas citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias. Sob condi¢ées normais,
citocinas pro-inflamatérias estdo ausentes ou presentes em niveis muito baixos
nos tecidos periapicais, sendo induzidas pela acdo bacteriana. A expressao
destas citocinas desempenha papel central na patogénese da formacao de lesédo
litica perirradicular (WANG et al., 1997).

O papel da IL-1 na estimulacdo da destruicdo Ossea periapical foi
demonstrada usando antagonistas do receptor de IL-1, observando-se uma
reducao de 60% no desenvolvimento da lesdo (STASHENKO et al., 1994).

Similarmente ao IL-1B, o TNF-a induz inflamacéo da polpa e reabsorcéo
tecidual 6ssea (STASHENKO et al., 1987). Segundo Zakharova et al. (2005),

durante a resposta inflamatéria, o0 TNF-a tem um efeito pré-inflamatério inicial,
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seguido por um efeito regulador nas fases posteriores da inflamacéao, reduzindo,
assim, a atividade imunologica.

Ainda com relagdo aos processos infeciosos periapicais, Fukada et al.
(2009) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar o equilibrio das respostas
Th1, Th2 e Treg, além de fatores envolvidos na quimiotaxia e ativacao dos
osteoclastos, empregando amostras obtidas a partir de gengiva saudavel,
granulomas periapicais e cistos periapicais. Os autores avaliaram expressao dos
genes de Foxp3, IL-10, GATA-3, IL-4, TGF-B e das quimiocinas CCR1, SDF-
1a/CXCL12, CXCR4 e CKp8/CCL23 por PCR em tempo real. Os autores
concluiram que ha um predominio da atividade dos osteoclastos em granulomas e
que esta atividade se correlaciona com a resposta Th1. Contudo, a expressao de
marcadores de células Treg sugere uma possivel supressdo da resposta Th1
nestes processos. Por outro lado, foi demonstrado que a atividade de Th2 é
aumentada nos cistos periapicais.

Xiong et al. (2009) realizaram um estudo com a finalidade de investigar a
localizagdo imuno-histoquimica de IL-17 durante o desenvolvimento de lesdes
periapicais, utilizando modelo animal. Os autores encontraram aumento do
numero de células IL-17- positivas e neutréfilos a partir do dia zero até o dia 28,
quando o pico maximo foi atingido. Observaram ainda, que o numero de
osteoclastos aumentou até o dia 14, e, entdo, diminui gradualmente, até o dia 28.
Houve, neste caso, uma relacao inversa entre nimero de osteoclastos e células
IL-17+, além de neutrofilos. Estes resultados, segundo os autores, evidenciam
que a IL-17 pode ser observada e possivelmente envolvida na resposta
inflamatéria e reabsorcao dssea dos tecidos periapicais, assim como parece estar
relacionada com a patogénese da lesdo periapical. Margal et al. (2010) e
Okamoto; Takayanagi (2011) relatam uma forte evidéncia de que a IL-17 pode
induzir a produgdo de RANKL, ativando os osteoclastos, com consequente
reabsorcao 6ssea.

Araujo-Pires et al. (2014) realizaram um estudo comparando a expressao
de algumas citocinas em granulomas periapicais ativos e inativos. Uma alta
expressdo de mRNA de TNF-a, IFN-y, IL-17A e IL-21 foi observada em
granulomas ativos, ao passo que nos granulomas periapicais inativos, foi

detectada maior expressdo de IL-4, IL-9, IL-10 e IL-22. Para Kabashima et
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al.(2001), também nas alteracdes periapicais,|L-4 parece exercer efeito inibidor
sobre a reabsor¢cédo éssea, diminuindo a atividade osteoclastica.

Associacao entre expressdo elevada de IFN-y e alteragdes periapicais foi
relatada por Teixeira-Salum et al. (2010), observando-se associagdo com
prevaléncia de resultados positivos em testes de percussdo e palpacdo. A
presenca de edema também foi associada a niveis elevados de TNF-a e IFN-y.

Os membros da familia TGF-B sdo reguladores criticos do crescimento
celular, diferenciacao, reparacdo e inflamacdo. TGF-B € uma das citocinas
envolvidas no processo de reparacdo de lesdes periradiculares e pertence ao
grupo das citocinas anti-inflamatérias (DANIN et al., 2000). Teixeira-Salum et al.
(2010) relataram que os niveis de TGF- divergem, quando granulomas e cistos
radiculares sdo comparados. Os autores sugerem que os granulomas periapicais
exibem um padrao de regulacdo com niveis mais elevados de TGF-B e baixos
niveis de citocinas pré-inflamatoérias.

Sasaki et al. (2000) concluiram que a IL-10 é um supressor enddgeno
importante de reabsorcao 6ssea induzida pela infeccao, agindo, provavelmente,
pela inibicdo da expressao de IL-1a.

Quimiocinas também estdo presentes nas alteracbes periapicais. O
recrutamento de monécitos para granulomas periapicais pode ser devido a
presenca de CCL2/MCP-1 Esta quimiocina esta associada com a quimiotaxia e a
diferenciacdo de osteoclastos, provavelmente, através da interacdo com o
receptor CCR2 (MARTON et al., 2000; SILVA et al., 2007) e sua expressao esta
aumentada em lesdes periapicais (MARCALet al., 2010; HENRIQUES et al., 2011.

Feitosa et al. (2011) observaram um aumento significativo da expressao
de TNF-a, IFN-y, IL-17A e da quimiocina CCL2/ MCP-1 em lesdes periapicais
refratarias ao tratamento endodéntico. Estes achados, segundos os autores,
sugerem perfil de resposta predominantemente pré-inflamatéria nestes tipos de
lesdes dentérias.

Brito et al. (2012) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a
expressao de IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-17A, IL-10, CCL2/ MCP-1, CCL-4, CCL-5,
CXCR4, CCR5 e RANKL em amostras do fluido intersticial periapical em dois
momentos, quais sejam, imediatamente apds limpeza e instrumentacao do canal

radicular e sete dias depois do procedimento. Os autores observaram aumento da
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expressao de IL-10 e CXCR4 e dimunuicdo de citocinas pré-inflamatérias, tais
como RANKL, IFN-y, IL-18 e CCL5. Os autores sugerem que a expressao desta
quimiocina esteja ligada e dependente da expressdo de citocinas da resposta
Th1.

A quimiocina IL-8/CXCL8 foi encontrada em exsudados periapicais
coletados de canais radiculares durante tratamento endodéntico de lesdes
periapicais, o que sugere papel central na migracdao de neutrofilos em fases
agudas da doenca apical (SILVA et al., 2007). A fonte desta quimiocina sdo as
células periapicais mononucleares CD4+ (Th1) e CD11c+ (mondcitos, como,
macréfagos e células dendriticas) (LUKIC et al., 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

Infeccbes odontogénicas sdo processos infecciosos originados nos
tecidos dentais ou de suporte. Sdo de natureza polimicrobiana, envolvendo a
participacdo de uma variedade de microrganismos anaerdbios obrigatérios e
anaerdbios facultativos indigenas da cavidade oral. Podem variar desde
processos bem localizados, circunscritos aos tecidos adjacentes ao dente
envolvido, que sdo de manejo simples e requerem, habitualmente, apenas
tratamento ambulatorial, até quadros disseminados de alta complexidade,
frequentemente de dificil abordagem, que exigem, muitas vezes, internacéo e
envolvimento de equipe multidisciplinar.

As infeccoes odontogénicas sdao extremamente prevalentes,
principalmente em paises menos desenvolvidos, nos quais o atendimento
odontolégico adequado ndo esta acessivel para grande parte da populacéo.
Embora um grande volume de conhecimento relativo a estas infec¢des ja tenha
sido gerado, ha ainda muito a se conhecer, especialmente, relativos as infeccoes
odontogénicas graves. O diagnéstico e o tratamento da doenca ainda constituem
um desafio para o profissional clinico.

Os avancos tecnolégicos tém possibilitado o desenvolvimento de métodos
diagnésticos extremamente eficazes e acurados. Entre eles, destacam-se as
técnicas de genética molecular, altamente sensiveis e especificas, cada vez mais
amplamente empregadas na Microbiologia e na Imunologia, tanto na area de
pesquisa como na rotina clinica. Assim como as demais areas, também a
Microbiologia Oral tem se beneficiado dos conhecimentos gerados por este
conjunto de técnicas. Porém, seu emprego neste campo permanece restrito,
sendo observado, principalmente, em estudos que visam esclarecer a
etiopatogenia de infeccoes endodbnticas e periodontais. No que se refere a
infecgdes odontogénicas graves, sua aplicacao €, ainda, muito limitada.

Dados gerados por métodos microbiolégicos convencionais destacam
Streptococcus do grupo viridans, Prevotella, cocos anaerobios, Fusobacterium,
Porphyromonas e Staphylococcus como agentes da doenca. Entretanto, diversos
outros microrganismos, inclusive ndo cultivaveis, parecem desempenhar papel

relevante no desenvolvimento do quadro. Técnicas de genética molecular podem,
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certamente, contribuir para esclarecer o perfil microbiolégico das infeccbes
odontogénicas graves, contribuindo para a melhor compreensdo da patogénese
das mesmas.

A caracterizagdo dos organismos associados as infeccoes odontogénicas
€, também, de grande relevancia. Deve-se mencionar, especialmente, a
necessidade de se conhecer o perfil de suscetibilidade a drogas antimicrobianas
dos agentes envolvidos na etiologia do quadro, principalmente considerando-se
pacientes internados, ainda pouco estudados, inclusive no Brasil. Este dado é de
importancia fundamental para a pratica clinica, quando se considera a gravidade
da doenca e a necessidade premente de estabelecimento de antibioticoterapia
adequada.

Assim, com base na relevancia basica e aplicada do tema, na escassez
de dados, especialmente nacionais, relativos a etiopatogenia e a caracterizacéo
dos agentes associados a infecgées odontogénicas graves e tendo em mente a
acuracia das técnicas de genética molecular e sua aplicabilidade a estudos desta
natureza, vimos desenvolvendo este projeto. A nosso ver, dados relevantes, que
contribuirdo para o melhor conhecimento da microbiota envolvida no
desenvolvimento da doenca, no que tange ao agente etiolégico e a resposta do
hospedeiro frente a agressdao, bem como para o estabelecimento de
antibioticoterapia adequada, poderao ser gerados a partir desta investigacao.
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3.1

3.2

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar e caracterizar a microbiota associada a infec¢cdes odontogénicas
graves e a resposta imuno-inflamatéria em pacientes hospitalizados em

decorréncia do quadro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, por meio de abordagem metagen6mica, a microbiota associada a

infeccdes odontogénicas graves.

Determinar o perfil de suscetibilidade a drogas antimicrobianas das

amostras bacterianas recuperadas.

Avaliar os niveis de transcricdo dos genes que codificam a sintese das
citocinas IFN-y, IL-1B, IL-10, IL-17A, TGF-B e TNF-a e das quimiocinas
CCL2/MCP-1, CCL5 e IL-8.
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (Parecer n° 374/08 e adendos) e do
Hospital Odilon Behrens. Todos os pacientes recrutados para o estudo assinaram
termo de consentimento informado.

Nosso estudo divide-se em trés partes, de acordo com os objetivos
especificos apresentados. Assim, as secdes “Material e Métodos” e “Resultados e
Discussao” serdo apresentadas obedecendo esta divisdo, inclusive, a descrigao

dos grupos de estudo, que sao diferentes para cada parte.

4.1 PARTE I: AVALIACAO DA MICROBIOTA ASSOCIADA A INFECCOES
ODONTOGENICAS GRAVES POR ABORDAGEM METAGENOMICA

411  GRUPO DE ESTUDO E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Os espécimes avaliados nesta etapa do estudo foram obtidos de 38
pacientes ndo consecutivos internados no Hospital Odilon Behrens em
decorréncia de infeccdes odontogénicas graves.

A coleta dos espécimes clinicos foi realizada como descrito na Parte Il do
estudo, porém trés cones foram utilizados. Ap6s 1 min, os cones foram
transferidos para um tubo de criopreservacdo esterilizado e o material foi
imediatamente acondicionado em cooler a -20 °C. Num prazo maximo de 1 h, os
tubos foram armazenados em freezer a -80 °C até o envio para processamento no
The Forsyth Institute (Cambridge, Massachusetts, EUA).
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4.1.2 EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido empregando-se o MasterPure™ DNA Purification Kit',
de acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracao e qualidade do DNA
foram determinadas em NanoDrop 8000 UV-Vis? e, posteriormente, a
concentragéo de DNA foi ajustada para 20 ng/puL. Em seguida, as amostras foram
submetidas ao protocolo do Human Next Generation Sequencing (HOMINGS).

41.3 ProtocoLo HOMINGS

As amostras foram amplificadas seguindo o protocolo estabelecido pelo
HOMINGS. Para a analise da comunidade bacteriana, foi realizada amplificacao
utilizando os iniciadores (F) 5-CCTACGGGAGGCAGCAG -3 e (R) 5-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT -3', que tém como alvo as regides hipervaridveis
V3 e V4 do rDNA 16S, segundo Caporaso et al. (2011), com algumas
modificagées. O alvo possibilita a deteccdo de microrganismos dos dominios
Bacteria e Archaea.

Os primers foram marcados com as sequéncias adaptadoras 5'-
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATGGTAATTGT -3 e 5-
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATNNNNNNNNNNNNAGTCAGTCAGC -3,
necessarias para a etapa seguinte do procedimento. Adicionalmente, o primer R
foi marcado com sequéncias barcode (N; ver sequéncia acima).

A amplificagéo foi realizada em mistura contendo 10-50 ng de DNA e 5
PRIME HotMasterMix®, com volume final de 50 pL. O protocolo da reagdo de
amplificagcao foi: desnaturacao inicial a 94 °C por 3 min; 35 ciclos de desnaturacao
a 94 °C por 45 s, anelamento a 50 °C por 1 min e extensao a 72 °C por 90 s; e
extensao final a 72 °C por 10 min.

'lllumina, San Diego, CA, EUA
2Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA
% 5Prime GmbH, Gaithersburg, MD, EUA
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Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(1,5%), para andlise da qualidade dos amplicons. Posteriormente, as amostras
foram purificadas utilizando-se o Agencourt AMPure XP*.

Como ultima etapa, os amplicons purificados foram quantificados por PCR
em tempo real® e preparados para o sequenciamento. Utilizou-se 20% do controle
interno PhiX Control®. Finalmente, a biblioteca foi sequenciada no Miseq Desktop

Sequencer’.

41.4 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Apos realizagdo do sequenciamento, as sequéncias nao utilizaveis e
sequéncias quiméricas foram removidas. As sequéncias obtidas foram alinhadas
in silico pelo programa BLAST com um banco de sequéncias espécie-especificas
de bactérias da cavidade oral, originalmente desenhadas por Cotton et al. (2014).
O banco inclui 767 sequéncias de 17 a 40 bases que reconhecem

microrganismos da cavidade oral e filogeneticamente relacionados.

42 PARTE Il - AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A DROGAS
ANTIMICROBIANAS DE BACTERIAS ISOLADAS DE PACIENTES cOM INFECCOES
ODONTOGENICAS GRAVES

4.21 AMOSTRAS BACTERIANAS

A amostragem incluida nesta etapa da investigacdo foi obtida durante
realizacdo de estudo desenvolvido previamente pelo nosso grupo de pesquisa,
que constituiu dissertagdo de mestrado intitulada “Epidemiologia e perfil
microbiolégico das infeccoes odontogénicas de pacientes internados em um

hospital publico de Belo Horizonte”.

“Beckman Coulter Genomics, Danvers, MA EUA

*LightCycler 96 Real-Time PCR System; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha
®lllumina

" lllumina
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Para avaliacdo do perfil de suscetibilidade a drogas antimicrobianas,
foram estudadas 74 amostras bacterianas (QUADRO 1) isoladas a partir de
secregdes obtidas de abscessos de 30 pacientes internados no Hospital Odilon
Behrens, em decorréncia de infeccbes odontogénicas graves. Apds obtencao de
cultura pura e identificacdo bioquimico-fisiolégica, as culturas foram armazenadas
em criotubos contendo 1 ml de Brucella Broth® acrescido de glicerol a 10%, em
freezer -80 °C.

422 ANTIBIOGRAMA

Os testes de suscetibilidade a drogas antimicrobianas foram realizados de
acordo com recomendacdes do CLSI (2013). O método de disco-difusdo foi
empregado para Staphylococcus e cocos Gram positivos catalase negativos e a
avaliacao de CIM foi utilizada para cocos Gram positivos catalase negativos e
bactérias anaerdbias obrigatérias. As drogas antimicrobianas® que foram testadas
para cada grupo bacteriano estao listadas no Quadro 2.

8 BBL, Sparks, MD, EUA
° Cecon, Sado Paulo, SP, Brasil
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QUADRO 1. Amostras bacterianas isoladas de abscessos de pacientes hospitalizados com infeccao odontogénica grave submetidas a antibiograma.

Bactéria

Numero

de

amostras

Anaerdbios facultativos e
aerdbios obrigatorios

Cocos Gram positivos

Catalase positivos

Staphylococcus

10

Catalase negativos

Streptococcus anginosus
Streptococcus a-hemolitico
Streptococcus mitis
Gemela

Aerococcus

Leuconostoc

Micrococus

Streptococcus B-hemolitico
Streptococcus salivarius

Anaerdbios obrigatérios

Bastonetes Gram negativos

Fusobacterium
Prevotella
Campylobacter gracillis
Bacteroides

Wolinella

Bastonetes Gram positivos

Propioniobacterium
Tissierella
Clostridium
Actinomyces meyeri

Cocos Gram positivos

Peptostreptococcus

D= AN NDN=DNP PN —L_L_L_L_L_LCOO-,E;
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4.2.2.1 DISCO-DIFUSAO

A superficie de cerca de cinco coloénias de cada amostra foi tocada com
algca bacteriolégica e os microrganismos foram transferidos para tubo contendo 1
mL de solugdo salina estéril. A concentracao da suspensao foi ajustada de modo
a se obter turbidez correspondente ao padrao 0,5 da escala de McFarland. Com o
auxilio de swab, a cultura foi inoculada, de forma homogénea, na superficie de
Mueller Hinton Agar'®. A seguir, os discos de antimicrobianos foram depositados
na superficie do meio, exercendo-se uma leve pressao sobre os mesmos. Apds
cerca de 18 h de incubacdo, a 37 °C, em atmosfera de aerobiose
(Staphylococcus) ou 24 h de incubacdo, a 37 °C, em microaerofilia
(Streptococcus), foi realizada a leitura. O didmetro dos halos de inibicdo da
amostra bacteriana foi mensurado com o auxilio de paquimetro e os resultados
foram interpretados de acordo tabelas padrao. Como controle, foi empregada a
amostra Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CLSI, 2013).

19 Difco, Sparks, MD, EUA
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QUADRO 2

Drogas antimicrobianas utilizadas para os antibiogramas1.

Cocos Gram positivos

Anaerdbios obrigatérios

Staphylococcus _
catalase negativos
Disco-difusao Disco-difusao CIM
Amoxicilina Cefepima Ampicilina
Ampicillina Cefotaxima Cefoxitina
Cefalotina Ceftriaxona Ceftriaxona

Ceftriaxona
Ciprofloxacino
Clindamicina
Cloramfenicol
Dicloxacilina
Eritromicina
Gentamicina
Oxacilina
Penicilina
Rifampicina
Sulfazotrim
Teicoplanina
Tetraciclina

Clindamicina
Cloranfenicol
Eritromicina

Vancomicina

CIM

Ampicilina
Daptomicina
Levofloxacina

Linezolida

Penicilina

Clindamicina
Cloranfenicol
Imipenem
Metronidazol
Tetraciclina

1, CLSI, 2013; 2, concentracao inibitéria minima.
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4.2.2.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Para determinacdo da CIM das amostras de Staphylococcus, foi
empregado o método da diluicdo em &gar, segundo recomendacées do CLSI
(2015). A partir de solucdes estoque esterilizadas por filtragdo'', concentracdes
crescentes das drogas antimicrobianas foram adicionadas a frascos contendo
Brucella Agar'? acrescido de 0,1% de hemina' e 0,1% de menadiona' fundido
(45 °C) e, ap6s homogeneizacdo, o meio foi vertido em placas de Petri estéreis.
As amostras a serem testadas foram inoculadas, com o auxilio de replicador de
Steers, em duplicata, sequencialmente, em ordem crescente de concentracdo do
antimicrobiano. O material foi incubado em anaerobiose (cAmara anaerdbica'® -
N2 85%, Hz 10%, CO, 5%), a 37 °C, por 48 h. Placas controle, sem adicdo de
antimicrobianos, foram inoculadas no inicio e no final de cada série. A amostra
Bacteroides fragilis ATCC 25285 foi empregada como controle de qualidade dos
testes.

No que se refere as amostras de cocos Gram positivos catalase
negativos, a CIM foi investigada paralelamente a identificacdo das mesmas,
empregando-se o aparelho MicroScan WalkWay'®. O procedimento foi realizado

no Hermes Pardini.

11 Millipore, Darmstadt, Alemanha

12 BBL, Sparks, MD, EUA

13 Inlab Diadema, SP, Brasil

“Inlab

1> Forma Scientific, Marietta, GA, EUA

16 Sjemens Healthcare, Malvern, PA, EUA
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4.3 PARTE Ill - AVALIACAO DO PERFIL IMUNO-INFLAMATORIO: NIVEL DE
TRANSCRICAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

4.3.1  GRUPO DE ESTUDO E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Para avaliagdao do perfil imuno-inflamatério de pacientes acometidos por
infecgcdes odontogénicas graves, empregou-se estudo no formato caso-controle.
Assim, as amostras foram obtidas de dois grupos distintos de individuos, quais
sejam, pacientes portadores de infeccdes agudas de origem odontogénica
internados no Hospital Odilon Behrens em consequéncia da doenca (n = 12) e
pacientes considerados saudaveis, sem infec¢gdo associada a cavidade oral,
encaminhados para tratamento endodéntico de dente com polpa vital, com
indicacao de proétese, na Faculdade de Odontologia da UFMG (n = 12). Pacientes
com outras doencas de natureza infeciosa forma excluidos do estudo.

No que se refere ao grupo caso, as amostras foram coletadas do ponto de
drenagem extraoral ou intraoral da colecdo purulenta. Apds antissepsia com
alcool 70% (extraoral) ou solucao de clorexidina 0,12% (intraoral), dois cones de
papel absorvente # 30" esterilizados foram inseridos no ponto de drenagem.

Para coleta das amostras dos individuos incluidos no grupo controle,
empregou-se metodologia previamente desenvolvida (BRITO et al, 2011;
HENRIQUES et al., 2011; TAVARES et al., 2012; TAVARES et al., 2013). De
maneira sucinta, a instrumentacdo e a antissepsia foram realizadas com limas #
20" e hipoclorito de sédio 5,2%. Entdo, trés cones de papel absorvente foram
inseridos no interior do sistema de canal radicular, ultrapassando o forame
radicular (2 mm), para que entrassem em contato com os tecidos perirradiculares.

Para ambos os grupos, os cones foram removidos apés 1 min. Entao, as
extremidades dos cones foram cortadas (4 mm), o material foi transferido para
microtubos contendo 150 pL de Trizol'®, transportados para o Laboratério, no

"Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica
18proTaper; Dentsply Maillefer
Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA
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prazo maximo de 1 h, em cooler a -20 °C, e armazenados em freezer a -80 °C, até
o momento de sua utilizacdo para extracao de RNA.

4.3.2 EXTRACAO DE RNA

As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas (IKA T10 Basic®), a
12.000 g, por 15 min, a 4 °C. Os sobrenadantes foram transferidos para
microtubos contendo 200 pL de cloroférmio, o material foi homogeneizado em
vértex e mantido em banho de gelo por 15 min. A seguir, as amostras foram
centrifugadas a 13.000 g, por 15 min, a 4° C, os sedimentos foram suspendidos
em isopropanol e incubados a 4 °C, overnight. Entdo, o material foi novamente
centrifugado a 12.000 g, por 10 min, a 4 °C e os pellets foram solubilizados em 1
mL de etanol 95%. As amostras foram homogeneizadas em vértex, centrifugadas
a 12.000 g, por 15 min, a 4 °C, ressuspendidas em 50-100 pyL de &gua tratada
com DEPC?' e armazenadas em freezer a -80 °C.

4.3.3 QUANTIFICACAO DO RNA

A quantificacio do RNA foi realizada em espectrofotdmetro®,
empregando-se comprimento de onda 260/280 nm (HENRIQUES et al., 2011;
BRITO et al., 2012).

20 Merse, Sao Paulo, SP, Brasil
21 Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA
22 Nanodrop® ND 1000; Wilmington, DE, EUA
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4.3.4 SINTESE DE cDNA

O cDNA foi sintetizado por transcri¢cao reversa, utilizando-se 1 ug de RNA,
seguindo-se o protocolo descrito por Silva et al. (2008). As condigdes de reagao
foram: 70 °C/5 min, 4 °C/5 min, adi¢gdo da enzima, 23 °C/5 min, 37 °C/1 h e 90
°C/5 min.

4.3.5 QUANTIFICACAO DE MRNA DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

A quantificacdo do mRNA das citocinasIFN-vy, IL-13, IL-10, IL-17A, TGF-B
e TNF-a e das quimiocinas CCL2/MCP-1, CCL5 e IL-8 foi realizada por PCR em
tempo real. Os primers foram desenhados com o auxilio do software Primer
Express®®, com base na sequéncia de nucleotideos disponiveis no GenBank
(FEITOSA et al., 2011; BRITO et al., 2012).A analise dos dados também foi
realizada empregando-se o software Primer Express. A sequéncia dos primers
utilizados nas reacbes de amplificacdo estdo descritas no Quadro 3.As reacdes
foram realizadas no aparelho StepOne Real-time PCR System?*, empregando-se
o SYBR-green detection system?.

Seguindo-se a amplificacdo, a analise da curva de dissociacao foi
realizada para determinacdo da especificidade dos produtos amplificados.
Obteve-se a curva de dissociacdo na faixa de 60°C a 95°C, medindo-se a
fluorescéncia continua a cada 1% de aumento da temperatura.

O gene GAPDH foi amplificado e utilizado para normalizar os niveis de
MRNA. Todas as amostras foram testadas em duplicata, em um volume de
reacao de 20 pL, com 1 ug de cDNA. Utilizou-se o software Sequence Detection
versdo 2.0% para a andlise dos dados gerados pelas reacdes de amplificacdo. Os
resultados foram obtidos como valores do limiar do Ct, que representa quantas

23 Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA
2*Applied Biosystems
ZApplied Biosystems
25Applied Biosystems
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vezes cada sinal de fluorescéncia passa por um limiar fixo. O nivel de mRNA de
cada citocina e quimiocina estudada foi calculado pelo método do AACt. Os
valores de Ct sdo a média de duas medidas independentes e os niveis de mRNA
sdo obtidos pela razdo entre os dados relativos ao gene de interesse e ao
GAPDH.

4.3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados com o auxilio do programa SPSS para
Windows (versao 15.0; SPSS, Chicago, IL, USA). Os dados foram submetidos ao
teste Shapiro-Wilk para caracterizar a normalidade. Como as amostras nao
apresentavam distribuicdo normal, o teste de Wilcoxon foi utilizado para
determinar as diferencas estatisticas, sendo estabelecido como nivel de
significancia p < 0,05.
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QUADRO 3

Sequéncia dos primers, temperatura de desnaturagao e tamanho do amplicon
das reacdes de amplificagdo empregadas no estudo.

Primer Amplicon
Alvo o Tm' 7P
(5-3) (pb)
F: GCA CCA CCA ACT GCT TAG CA
GAPDH 80 96
R: TGG CAG TGA TGG CAT GGA GGA
F: GAACTG TCG CCA GCA GCT AAA
IFN-y 80 95
R: TGC AGG CAG GAC AAC CATTA
F: TGG CAG AAA GGG AAC AGA A
IL-1B 73 59
R: ACA ACA GGA AAG TCC AGG CTA
F: TTCTGG CTC AAAAAGAGAATT G
TNF-a 76 73
R: TGGTGG TCT TGT TGC TTA AGG
F: CAA TGACCT GGA ATT ACC CAA
IL-17A 70 52
R: TGA AGG CAT GTG AAATCG AGA
L8 F: GAATGG GTT TGC TAG AAT GTG ATA 60 129
R: CAG ACT AGG GTT GCC AGATTT AAC
F: GGT TGC CAAGCC TTG TCT GA
IL-10 81 107
R: TCC CCC AGGGAGTTCACAT
F: TCT GCT GAG GCT CAA GTT AAA
TGF-B 54 74
R: ATC GCC AGG AAT TGT TGC
F: AAG ACC ATT GTG GCC AAG GA
CCL2/MCP-1 80 93
R:CGGAGTTTGGGT TTG CTT GT
F: CGT GCC CAC ATC AAGGAGTA
CCL5 80 91
R: CACACACTTGGC GGTTCTTTC

! temperatura de desnaturacéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARTE I: AVALIACAO DA MICROBIOTA ASSOCIADA A INFECCOES
ODONTOGENICAS GRAVES POR ABORDAGEM METAGENOMICA

O avanco cientifico e metodolégico tem trazido importantes contribuicoes
ao estudo dos microrganismos, agregando as ferramentas moleculares
independentes de cultivo aos métodos convencionais, no sentido de caracterizar
mais precisamente a microbiota associada as infec¢gdes (ROBERSTON; SMITH
2009). Este trabalho inédito utilizou o sequenciamento de nova geracdo para
caracterizar a microbiota associada as infeccbes odontogénicas complexas de 37
pacientes hospitalizados em decorréncia destes processos. As sequéncias
obtidas foram em média 107.571 por espécime clinico, perfazendo um total de
3.979.770, sendo cada sequéncia com aproximadamente 441 pares de bases.

O resultado do sequenciamento demonstrou uma riqueza de
microrganimos presente nas infeccoes odontogénicas graves (FIG 4).
Aproximadamente 60% dos processos infecciosos apresentaram uma média de
88 microrganismos (desvio padrdao 31,0). Quando observado a presenca de
microrganismos em relacdo aos pacientes observou-se que 49 microrganismos
apresentaram uma prevaléncia maior que 60% nestes pacientes (FIG. 5), o que
remete ao carater polimicrobiano e de interacao entre as espécies. Este resultado
discorda com Warnke et al. (2008) que demonstraram que estas infeccoes,
apesar de serem polimicrobianas, sdo compostas, em média, por no maximo dois
a cinco microrganismos.

Além disso, apesar da presenca de uma variedade de microrganismos, as
infeccdes odontogénicas estudadas apresentam um padrdo de dominancia de
algumas espécies. A maioria das sequéncias dos espécimes clinicos evidencia a
predominancia de apenas um microrganismo (FIG. 6). Desta forma se torna
imprescindivel, a partir do conhecimento gerado em nossa pesquisa, 0

aprofundamento destas relagcdes com o intuito de entendimento do processo
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infeccioso, ja que o conhecimento dos mecanismos especificos que medeiam
essas interacoes é limitado (STACY et al., 2014).

Levando em consideragao o total de sequéncias encontradas em todos os
pacientes, os microrganismos mais abundantes foram Rothia dentocariosa
(28,0%), Pavimona micra (10,25%),Peptostreptococcus stomatis(6,0%) e
Atopobium rimae (5,6%) (FIG 7).

Curiosamente a Rothia dentocariosa é um microrganismo cocobacilo Gram
positivo, anaerébio facultativo da microbiota da cavidade oral, cultivavel, com
caracteristica anfibiéntica. Tem envolvimento em processos cariosos da dentina e
também est4 relacionado com processos endodonticos (BIZHANG et al., 2011). E
considerado como um patégeno oportunista, em diversos outros processos tais
como endocardite bacteriana (SADHU et al., 2005), pneumonia, artrite séptica
(FAVERO et al., 2009) e tonsilite (OHASHI et al., 2005). Este microrganismo,
juntamente com os Actinomices e Streptococcus sao considerados colonizadores
primarios (KOLENBRANDER et al., 2006). Contrapondo a literatura, esse
microrganismo nao tem sido relacionado a processos infecciosos odontogénicos
complexos (HEIMDAHL et al. 1985, BOYANOVA et al. 2006; FLYNN et al., 2006,
SETTE-DIAS et al., 2010). Estudos futuros serdo necessarios para esclarecer
esta dicotomia.

Parvimonas micra, Mogibacterium timidum, Atopobium rimae e as
Selemonas sdao microrganismos anaerobios obrigatérios fastidiosos que também
sdo cultivaveis e frequentemente encontrados na microbiota de doencga
periodontal e infec¢cdes endododnticas (MURAD et al., 2014; SATO et al., 2012).
Os resultados aqui apresentados contradizem ao de Fating et al.(2014) e outros
(HEIMDAHL et al., 1985; LEWIS et al., 1990; KURIYAMA et al., 2000; FLYNN et
al., 2006; SOBOTTKA et al., 2002; STEFANOPOULOS; KOLOKOTRONIS, 2004)
que nao recuperaram estes microrganismos em infec¢cdes odontogénicas. Tal
contradicdo pode ser explicada pela caracteristica fastidiosa destes
microrganismos, condicdo de cultivo, volume no in6culo, além dos pacientes
estarem em uso macico de antimicrobianos.

O uso de antimicrobianos pode alterar os microrganismos tanto na técnica
de cultivo (BOYANOVA et al, 2006) quanto na avaliacdo pelas técnicas
moleculares, fato descrito por Junemann et al., 2012 Ji et al., 2012. Estes ultimos
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autores (JI et al., 2012) encontraram em analise de microbioma pacientes com
osteonecrose uma maior abundancia do filo Firmicutes, bem como, Streptococcus
intermedius, Lactobacillus gassen, Mogibacterium timidum, e Solobacterium
moorei em pacientes que estavam em tratamento com antimicrobianos, ao passo
que em pacientes sem o uso destas drogas foi observado maior abundancia de
Parvimonas micra e Streptococcus anginosus. Estes resultados divergem
daqueles encontrados em nossa pesquisa, onde encontramos maior abundancia
de Rothia detocariosa Parvimonas micra, Mogibacterium timidum e
Streptococcus. Tal observacao pode ser explicada de algumas variaveis tais
como o sitio envolvido, a caracteristica do antimicrobiano e das técnicas de
genética molecular.

Outro interessante achado neste estudo é o entendimento da complexidade
da microbiota relacionada as infeccgdes odontogénicas complexas, o que destoa
dos trabalhos anteriores relacionados com essas infec¢des utilizando a técnica de
cultivo (HEIMDAHL et al., 1985; LEWIS et al., 1990;; KURIYAMA et al., 2000;
SOBOTTKA et al., 2002; FLYNN et al., 2006;). Contudo a abundéncia e a riqueza
dos microrganismos aqui encontrados se aproximam de trabalhos similares,
utilizando seqUenciamento de nova geracdo, em processos infecciosos
endoddnticos e periodontais (LIU et al., 2014; GOMES et al., 2015). Este trabalho
corrobora com Siqueira e Rocgas (2009), quanto a melhora no entendimento dos
processos infecciosos através da aplicacdo de métodos moleculares, ndo apenas
aumenta drasticamente a quantidade de informacdo disponivel na infeccéo
relacionada, mas também leva a mudancas em relacdo a compreensdao da
etiologia dos mesmos.

Enfim, este estudo representa um novo passo no sentido de caracterizar o
perfil das comunidades microbianas associadas as infeccées odontogénicas
complexas. Foi possivel mostrar que o0 microbioma presente na secrecao
purulenta destas infeccoes pode ser efetivamente estudada através
sequenciamento de nova geracao. Esta abordagem propicia um amplo estudo da
estrutura da comunidade nesta doenca, abrindo o caminho para o entendimento,
no futuro, das relacbes intermicrobianas na composicdo e na relacdo com o
hospedeiro. Devido ao grande numero de espécies encontradas, estudos

longitudinais podem ser necesséarios para caracterizar as mudangas dinamicas
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que ocorrem neste microbioma em resposta a pressao do ambiente, tais como
pressao pelo uso de antimicrobianos e o procedimento terapéutico de drenagem e
aeracao, compreendendo assim, em ultima analise, a progressao da doencga e o
tratamento do ponto de vista microbiolégico.
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5.2 PARTE Il - AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A DROGAS
ANTIMICROBIANAS DE BACTERIAS ISOLADAS DE PACIENTES cOM INFECCOES
ODONTOGENICAS GRAVES

A resisténcia a drogas antimicrobianas é um problema extremamente
relevante para a area de saude, inclusive para a Odontologia. Para aumentar as
chances de sucesso terapéutico, dados laboratoriais, referentes a identificagao e
caracterizacao dos agentes envolvidos na etiopatogenia de doencas infecciosas,
incluindo o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, € crucial para o clinico que
esta considerando a instituicado de antibioticoterapia. Sabe-se que este perfil pode
variar de acordo com a regiao geografica, influenciado por diversos fatores, entre
eles, consumo diferenciado de drogas antimicrobianas (LIMERES et al., 2005;
VAN-WINKELHOF et al., 2005; CHARDIN et al,. 2009; VELOO et al.,2012).
Assim, a obtencao de dados locais é fundamental.

Tendo em conta as caracteristicas dos microrganismos envolvidos na
etiologia das infecgbes da cavidade oral, o procedimento microbiolégico
convencional para isolamento, identificagcdo e caracterizacao do agente, quando
possivel, € oneroso, pode requerer condicdes muito especificas e um periodo de
tempo muito longo até a obtencdo do resultado. Considerando que, na
Odontologia, propedéutica laboratorial ndo é, na imensa maioria das vezes,
considerada, concordamos com Kuriyama et al.(2000), que defende uma
abordagem racional e pragmatica para a selecdo empirica de uma droga
antimicrobiana adequada. Esta escolha deve ser baseada em dados cientificos,
levando-se em conta a constante evolucdo da microbiota associada a infecgdes
orofaciais no que tange ao padrao de suscetibilidade a antimicrobianos. Assim,
estudos locais, de cunho epidemiolégico, que visem avaliar o perfil de
suscetibilidade a drogas antimicrobianas de bactérias envolvidas em infeccoes
orais, revestem-se de grande relevancia.

Apesar de avancos no campo da genética molecular terem possibilitado
uma abordagem alternativa para o estudo da resisténcia bacteriana a
antimicrobianos, ainda é considerado de grande relevancia o emprego do método
classico, a avaliacao fenotipica da propriedade por meio de antibiograma. Esta é,
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ainda, aceita como a metodologia de escolha para caracterizacao de patégenos
odontogénicos, com o objetivo de dar suporte a clinica, no estabelecimento do
tratamento mais adequado de pacientes com infec¢des orofaciais (SKUCAITE et
al., 2010; VELOO et al., 2012).

Diferengas significativas no perfil de suscetibilidade a drogas
antimicrobianas relevantes foram documentadas em diferentes areas geograficas.
Considerando-se que o ambiente tem papel fundamental na estrutura da
populacdo bacteriana, no que se refere a expressdo de resisténcia
antimicrobiana, estas variacdes podem ser explicadas por diferencas no emprego
dos antimicrobianos entre as regides. Certamente, o uso abusivo e indiscriminado
dos mesmos, assim como a nao adesdo ao esquema de tratamento proposto
influenciam, de maneira importante, no equilibrio resisténcia/suscetiblidade na
populacao bacteriana. Desta forma, a vigilancia regular do perfil de suscetibilidade
antimicrobiana em diferentes localizacées geograficas é fundamental para o
estabelecimento de antibioticoterapia adequada (LIMERES et al., 2005; VAN-
WINKELHOFF et al., 2005, CHARDIN et al., 2009; VELOO et al., 2012). Pelas
mesmas razoes discutidas, a conducao de estudos que visem a caracterizacao de
bactérias envolvidas na etiopatogenia de doencas infecciosas, no que se refere
ao perfil de suscetibilidade a antimicrobianos é desejavel. Os dados gerados
podem contribuir para o estabelecimento de antibioticoterapia empirica com
maiores chances de sucesso.

Neste estudo, o perfil de suscetibilidade a drogas antimicrobianas de
amostras bacterianas isoladas de 30 pacientes com infeccbes odontogénicas
graves foi determinado. Todos o0s pacientes estavam hospitalizados em
decorréncia do quadro, alguns deles em unidade de terapia intensiva, submetidos
a diversos procedimentos especificos, como manutencdo das vias aéreas e
outros cuidados de suporte, quando necessario, além de administracdo de
antimicrobianos.

Foram avaliadas 74 amostras bacterianas, cocos Gram positivos,
anaerébios facultativos, catalase positivos e coagulase negativos
(Staphylococcus; n = 10). Os cocos Gram positivos anaerdbios facultativos
catalase negativos (n = 36) e bactérias anaerdbias obrigatérias (n = 28). Segundo
Limeres et al. (2005), a terapia antimicrobiana recomendada para pacientes com
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infeccdes odontogénicas é dirigida contra cocos Gram positivos, anaerdbios
facultativos e bactérias anaerobias.

De maneira geral, os resultados indicaram percentuais elevados de
suscetibilidade aos antimicrobianos testados. Resisténcia a eritromicina (43,5%) e
clindamicina (29,7%) foram mais comumente detectadas.

Eritromicina é um antimicrobiano da classe dos macrolidios, com espectro
de acdo comparavel ao da penicilina, considerando-se as infeccoes
odontogénicas. Apresenta maior atividade contra bactérias Gram positivas,
inclusive cocos anaerdbios orais, mas, ha indicios de aumento das taxas de
resisténcia (SANDS, 1995; BROOK, 2015). Possui atividade também contra
organismos intracelulares, tais como Chlamydia e Legionella (WHITMAN &
TUNKEL, 1992). Apesar dos niveis de resisténcia elevados, esta droga pode ser
utilizada como segunda alternativa para o tratamento de infecgdes odontogénicas
em pacientes alérgicos a amoxicilina (ROBERTSON; SMITH, 2009; TANCAWAN
et al.,2015).

Atualmente, outros macrolidios, como a claritromicina e a azitromicina,
vém sendo considerados como uma boa alternativa para o tratamento de
pacientes com infecgbes odontogénicas, devido a maior eficacia dos mesmos
(PINTO, 2015). Estas drogas tém melhor atividade contra anaerdbios da cavidade
oral, incluindo Actinomyces spp., Propionibacterium spp., Lactobacillus spp.
dentium e Bifidobacterium, Fusobacterium, Bacteroides e Wolinella spp, e
Actinobacillus  actinomycetemcomitans, incluindo aqueles resistentes a
eritromicina ( BROOK,2015).

No que se refere a clindamicina, os dados da literatura indicam resisténcia
média de 36% para amostras isoladas de processos infecciosos orais (LEWIS et
al., 1995; POESCHL el al., 2010;1 POESCHL et al., 2011 GOMEZ-ARAMBULA et
al., 2015). Embora os niveis de resisténcia sejam considerados elevados, seu uso
ainda € indicado na Odontologia (DAHLEN et al., 2000; KHEMALEELAKU el al.,
2002; KURIYAMA et al., 2002; TANCAWAN et al., 2015). A droga é recomendada
para o tratamento de infeccées dentais nos casos de pacientes alérgicos a
penicilina ou quando a penicilina ndo foi eficaz, devendo ser evitada como droga
de primeira escolha (SKUCAITE et al., 2010, FATING et al., 2014, TANCAWAN et
al., 2015).
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E importante lembrar que, neste estudo, todas as amostras bacterianas
foram obtidas de pacientes internados com infeccbes odontogénicas graves e,
pela necessidade clinica, estavam em uso de antimicrobianos. O esquema
adotado para a antibioticoterapia consistia na administracdo da associacéo
clindamicina-gentamicina. E plausivel supor que este fato contribua para os
indices elevados de resisténcia a clindamicina detectados (VELOO et al., 2012).

Analisando os dados obtidos por grupo bacteriano, em relacdo as
amostras de Staphylococcus spp, as taxas de resisténcia mais elevadas foram
observadas para penicilina (70,0%), ampicilina (60,0%), eritromicina (40,0%) e
oxacilina (30,0%) (FIG 8). Rega et al.(2006), avaliando espécimes oriundos de
infeccdes de cabeca e pescoco de origem dentaria,relataram resultados similares
aos obtidos no presente estudo. indices de resisténcia a penicilina, ampicilina,
cirpofloxacino e clindamicina de 72,7%, 58,5%, 5,0 % e 10,5%, respectivamente,
foram observados.

Quanto aos cocos Gram positivos catalase negativos, 0os percentuais de
resisténcia mais elevados foram detectados para eritromicina (44,1%) e
cefotaxima, ceftriaxona e clindamicina (todas 38,2%) (FIG 9). As taxas de
resisténcia a cefalosporinas, clidamicina e eritromicina divergem daquelas
relatadas por diversos autores para espécimes coletados de processos infeciosos
orais(KURIYAMA et al., 2000; KURIYAMA et al., 2002; REGA et al., 2006). No
que se refere a penicilina, o resultado deste estudo foi semelhante ao descrito por
Skucaite et al. (2010), que observaram 2,3% de resisténcia entre amostras de
Streptococcus isolados de pacientes com periapicopatia infecciosa. Rega et al.
(2006) relataram, para espécimes obtidos de infeccoes de cabeca e pescoco de
origem dentéria, altos indices de resisténcia ao antimicrobiano (12,9%).Taxas
elevadas de suscetibilidade de Streptococcus do grupo Viridans também foram
observadas para ampicilina (98,4%), cefazolina (100%), ciprofloxacino (100%),
clindamicina (86,3%), eritromicina (83,4%), levofloxacina (98,6%) e vancomicina
(100%), por estes autores e que divergem dos dados aqui encontrados. Chunduri
et al. (2012), em um estudo com espécimes isolados de processos infecciosos
orofaciais, detectaram suscetibilidade de 85% e 59% a clindamicina e a

eritromicina em amostras de Streptococcus.
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Limeres et al. (2005) afirmaram que 0s genes erm sao responsaveis por
conferir resisténcia aos macrolidiose que os mesmos podem conferir resisténcia
cruzada as lincosamidas. Estes autores ressaltaram, ainda, que amostras de
Streptococcus atuam como reservatérios e podem transferir estes genes para
outros microrganismos. Para Uh et al. (2004), embora os niveis de resisténcia
possam variar devido a amostra clinica e a populagcéo estudada, um ponto comum
entre os diferentes relatos € o aumento das taxas de resisténcia aos macrolidios
ao longo dos anos, como evidenciado por diversos estudos (KURIYAMA et al.,
2000; KURIYAMA et al., 2002, REGA et al., 2006). O dado reforca a necessidade
de monitoramento rotineiro do perfil de suscetibilidade bacteriana a

antimicrobianos.
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FIGURA 8

Perfil de suscetibildade a antimicrobianos de 10 amostras de
Staphylococcus isoladas de pacientes com infeccbes
odontogénicas graves, avaliado pelo método de disco-difuséo.
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FIGURA 9

Perfil de suscetibildade a antimicrobianos de 36 amostras de
cocos Gram positivos catalase negativos isoladas de pacientes com
infeccdes odontogénicas graves, avaliado pelo método de disco-difusédo (cefepima, cefotaxima,
ceftriaxona, clindamicina, cloranfenicol, eritromicina e vancomicina) e por determinagao da
concentracao inibitéria minima
(ampicilina, daptomicina, levofloxacino, linezolida e penicilina).

84




10

15

20

25

Neste estudo, S. anginosus apresentou indice de resisténcia a
eritromicina de 14,3%, superior ao observado em outras investigacoes. Na
Alemanha, a taxa detectada foi de 5,7% (ASMAH et al., 2009) e nos Paises
Baixos foi de 2,6% (JACOBS & STOBBERINGH, 1996). Na Espanha, indice de
resisténcia de 17,1% foi relatado para amostras isoladas de processos infecciosos
em seres humanos (LIMIA et al., 1999).

No que se referem a cefalosporinas, os resultados desta investigacao
diferem daqueles descritos para os EUA e Espanha. Investigacdes conduzidas
nestas localidades apontaram para a auséncia de resisténcia a penicilina e a
cefalosporinas de terceira geracdo (ARACIL et al.,, 1999; TRACY et al., 2001;
ASMAH et al., 2008) em espécimes obtidos de processos infecciosos humanos.

Em relagdo as bactérias anaerdbias obrigatérias, concordamos com
Hecht (1999), quanto as dificuldades e indica¢des dos testes de suscetibilidade a
drogas antimicrobianas. Os testes nao sao realizados como rotina para este grupo
microbiano, porque sao caros e tecnicamente complexos. Contudo, as recentes e
rapidas mudancas nos padrées de resisténcia antimicrobiana entre as bactérias
anaerodbias, além da correlagdo destas com falhas terapéuticas, demonstram a
necessidade de urgente reavaliacao desta conduta.

Os dados relativos ao perfil de suscetibilidade a drogas antimicrobianas
de anaerdbios estdo apresentados na FIG. 10. Merecem destaque os resultados
obtidos para metronidazol e clindamicina, que indicam indices de resisténcia de
43,8% e 25,0%, respectivamente. Skucaite et al. (2010) observaram percentual
semelhante no que se refere ao metronidazol. Por outro lado, Khemaleelakul et al.
(2002) observaram frequéncia bem inferior de anaerobios obrigatérios resistentes
ao metronidazol (12,0%). Baumgartner & Xia (2003) relataram, para espécimes
recuperados de abscessos endoddnticos, taxas de resisténcia ao metronidazol
superiores a 50%.
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FIGURA 10

Perfil de suscetibildade a antimicrobianos de 28 amostras de
bactérias anaerdbias obrigatdrias isoladas de pacientes com
infeccoesodontogénicas graves, avaliado por meio da
determinacao da concentracao inibitéria minima.
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As combinacdes de carbapenémicos e inibidores de B-lactamases podem
ser utilizadas como agentes para combater processos infecciosos mistos
envolvendo anaerdbios. Para emprego do metronidazol, o farmaco deve ser
combinado com um dos varios antimicrobianos ativos contra bactérias aerébias, ja
que 0 mesmo nao tem atividade contra este grupo. O cloranfenicol é raramente
utilizado na pratica clinica, devido a sua toxicidade potencial. Deve-se lembrar
que, como ja mencionado, em decorréncia da evolucdo dos padroes de
resisténcia antimicrobiana entre bactérias anaerébias clinicamente relevantes,
comumente associada a fracassos clinicos, a realizagdo de antibiograma é
desejavel (ROCHE et al., 1997; HECHT, 1999; BRENCIANI et al., 2014).

Apesar dos niveis de resisténcia observados neste estudo, a clindamicina
ainda é considerada como o farmaco de escolha para tratamento de pacientes
com infeccOes associadas a bactérias anaerdbias obrigatérias. Isto se deve ao
fato de que, habitualmente, concentragdes inibitérias minimas baixas ainda sao
observadas para amostras incluidas no grupo, como, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia e Fusobacterium, o farmaco apresenta boa absorcdo e
concentracdes elevadas sdo atingidas em tecido 6sseo (KIRKWOOD, 2003,
GOMES et al., 2011, BROOK, 2016).

Quando os resultados para bactérias anaerdébias foram avaliadas
separadamente, de acordo com a reacdo a coloragdo pelo método de Gram,
observou-se que as taxas de resisténcia a clindamicina foram de 10,5% e 14,5%
para amostras Gram positivas e Gram negativas, respectivamente. Para
metronidazol, os valores foram de 17,8% e 26,0%. Os resultados contradizem
alguns autores, que consideraram resisténcia ao metronidazol comum entre os
anaerébios Gram positivos (PANKUCH et al., 1993; KOETH et al., 2004).

Em concluséo, os resultados da presente investigagdo indicaram que as
bactérias recuperadas de abscessos de pacientes com infeccoes odontogénicas
graves apresentaram, de forma geral, altos niveis de suscetibilidade aos agentes
antimicrobianos avaliados. No entanto, frequéncia elevada de resisténcia a
eritromicina e clindamicina foram detectados. Entre as bactérias anaerdbias
obrigatérias, altas taxas de resisténcia ao metronidazol e a clindamicina foram
observadas. Os dados contribuem para o conhecimento do perfil de
suscetibilidade antimicrobiana de bactérias possivelmente envolvidas na
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etiopatogenia de uma doenca oral grave, podendo contribuir para a instituicao de
antibioticoterapia mais eficaz.

53 PARTE Ill - AVALIACAO DO PERFIL IMUNO-INFLAMATORIO: NIVEL DE
TRANSCRICAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

As alteragdes odontogénicas caracterizam-se pelo acumulo de células
imunocompetentes, principalmente macréfagos e linfécitos, promovendo uma
resposta protetora do organismo contra a disseminagcdo microbiana para 0s
tecidos circunvizinhos (STASHENKO et al., 1998). No que se referem as células
T, quando as mesmas sao ativadas por células apresentadoras de antigenos ou
por citocinas, elas rapidamente secretam citocinas e se diferenciam em varios
grupos de células efetoras, como, células T CD4", T CD8" e células de mémoria
(HAHN;LIEWEHR, 2007).

As células T efetoras sao divididas em, pelo menos, quatro grupos, como
mencionado anteriormente, quais sejam,Th1, Th2, Th17 e Treg (DIVEU et al,
2008; MCGEACHY; CUA, 2008; GARLET, 2010; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2010).
Neste estudo, avaliou-se a expressdao génica das citocinas IFN-y, IL-18 e TNF-
a(Th1), IL-17A (Th17), IL-10 e TGF-B(Treg) e das quimiocinas CCL2/MCP-1,
CCL5 e IL-8 em pacientes internados em consequéncia de infeccoes
odontogénicas graves, num estudo caso-controle.

Observou-se a expressao génica de todas as citocinas avaliadas e
quimiocinas avaliadas, tanto nas amostras dos individuos do grupo controle (fluido
intersticial de dentes com polpa vital, sem infeccdo), como naquelas de pacientes
com abscessos periapicais agudos. A transcricdo dos genes que codificam as
citocinas pré-inflamatérias IFN-y, IL-1B8, IL-17A e TNF-a e as quimiocinas
CCL2/MCP-1 e IL-8 estava significativamente aumentada nas amostras do grupo
caso. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de mRNA
das citocinas reguladoras IL-10 e TGF-B e da quimiocina CCL5 entre os dois

grupos avaliados. Os dados estao apresentados na FIG 11.
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TNF-a € um mediador imunolégico potente nas respostas inflamatérias
agudas e cronicas. A citocina estimula a produgcdo de colagenase, quimiocinas,
citocinas e moléculas de adesao celular, fatores relacionados com a reabsorgcao
o0ssea (MANOLAGAS, 1995). A deteccao de niveis de mRNA de TNF-a esta de
acordo com dados da literatura relatados para exsudato de lesdes periapicais
agudas e crbnicas (SAFAVI et al., 1991; ATAOGLU et al., 2002). Expressao
génica aumentada de TNF-a também foi observada para pacientes com lesdes
periapicais refratarias ao tratamento endodéntico, quando comparadas com tecido
periapical saudavel (HENRIQUES et al., 2011, BRITO et al., 2012).

A IL-1B desempenha papel central em varias doengas crénicas, sendo um
dos estimuladores mais ativos da reabsorgdo 6ssea (LANG et al., 2000; DE-SA et
al., 2007). Além disto, em seres humanos, observou-se reducédo dos niveis de IL-
18 em lesbes periapicais apos a realizacao do tratamento endoddntico (SAFAVI &
ROSSOMANDO, 1991). No presente estudo, observou-se expressao génica mais
elevada de IL-1B8 no grupo caso. Estudos que avaliaram temporalmente o
desenvolvimento de alteracdes perirradiculares indicaram que os niveis de
citocinas do tipo 1, como, por exemplo, a IL-1B, apresentam-se aumentados na
fase ativa da doenca (KAWASHIMA & STASHENKO, 1999; MARTINEZ et al,,
2007).

A IL-17A atua, principalmente, nas células endoteliais e nos mondcitos,
induzindo a secrecao de mediadores pro-inflamatérios. Esta citocina € produzida
pelas células T CD4+/Th17, localizadas, predominantemente, em tecidos
inflamados (WEAVER et al.,, 2006), e relacionada com a exacerbagdo da
inflamacdo (TESMER et al., 2008). As células Th17 sdo controladas pelas
citocinas IL-1B, IL-6, IL-21, IL-23 e TGF-B (XIONG et al., 2009). Os resultados do
presente estudo, relativos a expressdao génica aumentada de IL-17A, séo
similares ao reportados por Henriques et al. (2011) e Brito et al. (2012), que

estudaram processo infecciosos periapicais.
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Expressado de mRNA das citocinas IFN-v, IL-13, IL-10, IL-17A, TGF-B e TNF-ae das quimiocinas

CCL2/MCP-1, CCL5 e IL-8em amostras recuperadas de abscessos periapicais agudos de
pacientes com infeccdes odontogénicas graves (grupo caso &, n = 12) e fluido intersticial de

dentes com polpa vital de pacientes saudaveis (grupo controle B, n = 12).0s niveis de mMRNA
foram quantificados por PCR em tempo real, empregando-se GAPDH como controle interno.As
barras representam a média dos valores obtidos para cada grupo;as barras representam o erro
padrao das médias. O nivel de significAncia estabelecido foi p<0,05, determinado pelo teste de

Wilcoxon.
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O IFN-y é o principal ativador de macréfagos, que, subsequentemente,
produzem citocinas, e de outros mediadores que desempenham papel
significativo no desenvolvimento de doencgas perirradiculares (COLIC et al., 2006).
Colic et al. (2008) obsevaram correlacédo positiva entre a expressao de IL-17A e
IFN-y, em lesbes periapicais cronicas, e sugeriram que ambas as citocinas sao
importantes na exacerbacao da inflamacéo.

As quimiocinas, potentes mediadores ou reguladores da inflamacéo, pela
habilidade de recrutar e ativar subpopulagbes especificas de leucécitos, que
atuam no recrutamento de células Th1 e Th2 (SILVA et al, 2005). Entre elas, a IL-
8 atrai e ativa neutréfilos polimorfonucleares, tornando-os mais disponiveis e mais
competentes para eliminar microrganismos. Esta quimiocina também estimula o
recrutamento e a atividade de osteoclastos. Patel et al. (2003) demonstraram
expressao génica elevada de IL-8 em células da polpa dental e em lesdes
periapicais ativas apds estimulacdo. Na presente investigacdo, associacao entre
niveis de mMRNA de IL-8 e doenca oral grave também foi observada.

Ainda sobre IL-8, Graunaite et al.(2012) relataram correlacdo positiva
entre niveis de expressao e dor em pacientes com doenca periodontal. Patégenos
orais, como Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermedia sao capazes de estimular a producao de IL-8 por fibroblastos da polpa
(YANG et al., 2003). Os niveis sistémicos de IL-8 sdo também correlacionados
com falha de multiplos érgaos, sepse e mortalidade (KRAFT et al., 2015).

A quimiocina CCL2/MCP-1 esta envolvida no recrutamento de monécitos
para o sitio da inflamacdo (SILVA et al., 2005; DE ROSSI et al., 2008). Estas
células promovem a eliminagdo microbiana dos sitios infectados e,
posteriormente, atuam apresentando os antigenos as células B e T, tendo papel
de relevancia nas respostas imune inata e adaptativa. A expressao aumentada
desta quimiocina em pacientes portadores de infecgdes orais graves em relacao a
individuos controle € um achado esperado. Previamente, Marcal et al. (2010)
relataram expressdo elevada de CCL2/MCP-1 em granulomas periapicais e
cistos, quando comparados a tecidos saudaveis.

A citocina IL-10 tem, como principal funcdo, a regulacdo da resposta
imunolégica (ALEXANDER et al., 2004, RAKESH et al., 2005). E interessante

observar que resultados de estudos que procuraram analisar o desenvolvimento
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das alterac6es perirradiculares em modelos animais demonstraram que a sintese
da IL-10 encontrava-se aumentada em periodos tardios, ap6s a inducao da leséo
periapical, inibindo a sintese de citocinas pré-inflamatérias, expressas nos
periodos iniciais do processo inflamatério (SASAKI et al., 2000; MACIEL et al.,
2011). Nestes modelos, a IL-10 reduziu a resposta pro-inflamatéria, impedindo
que seus efeitos fossem deletérios ao hospedeiro.

De forma similar, em seres humanos, Brito et al. (2012) demonstraram
que, apds a reducao do conteudo microbiana em sistemas de canais radiculares
infectados, ha aumento da expressao de IL-10. A citocina, que possui carater
modulador da resposta imune, reduz a expressao das citocinas pré-inflamatérias
inicialmente detectadas. E interessante observar que, na presente investigagao,
detectou-se semelhanca entre os niveis de expressao génica de IL-10 nos
pacientes com infec¢des odontogénicas graves e nos individuos controle. O dado
sugere que, no momento da coleta dos espécimes, a regulacdo do processo
imuno-inflamatério ainda nao estava ocorrendo de forma significativa, ou seja, a
resposta a doenca estava na sua fase aguda, predominando de maneira
significativa, inibindo, por meio da regulacdo cruzada, a instalacdo de uma
resposta anti-inflamatéria (MOSMAN, 1994).

No que se refere a quimiocina CCL5, Ness et al. (2004) propuseram que a
mesma desempenha papel de modular a resposta imune inata durante a sepse.
Chensue et al. (1999) sugeriam uma associacao entre CCL5 e resposta celular do
tipo Th1 em granulomas. Britoet al. (2012) observaram que a expressao de CCL5,
juntamente com algumas citocinas Th1, foi reduzida apds procedimentos
endoddnticos. Funcdes como quimioatragcao de mondcitos, eosindfilos e células T
de memoria sugerem que a sintese desta quimiocina esteja ligada e seja
dependente da expressao de citocinas da resposta Th1, conforme demonstrado
por Barbosa et al. (2008) e Brito et al. (2012).

Resultados divergentes também ja foram relatados. Ferreira et al. (2015)
relataram niveis semelhantes de mRNA de CCL5 em fluido intersticial periapical
de individuos portadores ou ndo de anemia falciforme, uma condigdo associada
aativacdo da resposta imuno-inflamatéria. Nossos dados indicaram niveis
semelhantes de mMRNA de CCL5 em pacientes com infecgdes odontogénicas

graves e individuos controle.
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A citocina TGF-B regula o crescimento e a diferenciacao celular, assim
como a producdo de matriz extracelular. E considerado também um fator
imunossupressor potente, que regula negativamente a transcricdo dos fatores
pré-inflamatérios, tais como IL-1B e TNF-a (KHALAF et al, 2014). Tem sido
demonstrado que TGF-B e IL-10 modulam a resposta proé-inflamatéria em
processos imuno-inflamatérios periapicais e periodontais (KHALAF et al., 2014;
MACIEL et al., 2012). Tal como observado para IL-10, 0os nossos resultados
indicam niveis basais de expressao génica de TGF- no grupo estudado.

Em sintese, os resultados deste estudo demonstram correlacdo direta
entre o quadro clinico agudo e a expressdao de citocinas pro-inflamatorias.
Indicam, ainda, que, nestes quadros graves em que a infecgdo ainda nao foi
controlada, a modulagdo promovida pelas céluas Treg encontra-se inibida, de
acordo com o conceito estabelecido (COFFMAN; MOSMANN 1991).

Embora este estudo ndo estabeleca uma relacdo causal entre a
transcricdo dos genes que codificam as citocinas e quimiocinas avaliadas e a
presengca de uma dada microbiota, estudos futuros deverdo se ater a este
aspecto. Por sua vez, os resultados deste estudo permitem compreender a
interrelacdo entre uma microbiota patogénica e a resposta orquestrada pelo
hospedeiro em um quadro de infec¢do oral grave.
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6 SINTESE DE RESULTADOS E CONCLUSOES

e O resultado do sequenciamento demonstrou uma riqueza de

microrganimos presente nas infec¢cdes odontogénicas graves.

e Quando observado a presenca de microrganismos em relacdo aos
pacientes observou-se que 49 microrganismos apresentaram uma prevaléncia

maior que 60% nestes pacientes.

e Apesar da presenca de uma variedade de microrganismos, as infec¢des
odontogénicas estudadas apresentam um padrdao de dominancia de algumas

espécies.

e Do total de 3.979.770 sequéncias encontradas do total de pacientes, os
microrganismos mais abundantes foram Rothia dentocariosa (28,0%), Pavimona
micra (10,25%), Peptostreptococcus stomatis(6,0%) e Atopobium rimae (5,6%).

e A abundancia e a rigueza dos microrganismos aqui encontrados se
aproximam de trabalhos similares, utilizando seqlenciamento de nova geracéo,

em processos infecciosos endodénticos e periodontais.

e A melhora no entendimento dos processos infecciosos através da
aplicagdo de métodos moleculares, ndo apenas aumenta drasticamente a
quantidade de informacéao disponivel na infec¢do relacionada, mas também leva a

mudancas em relacdo a compreensao da etiologia dos mesmos.

e Apesar de avancos no campo da genética molecular terem possibilitado
uma abordagem alternativa para o estudo da resisténcia bacteriana a
antimicrobianos, ainda é considerado de grande relevancia o emprego do método
classico, a avaliacao fenotipica da propriedade por meio de antibiograma.

e De maneira geral, os resultados indicaram percentuais elevados de
suscetibilidade aos antimicrobianos testados. Resisténcia a eritromicina (43,5%) e
clindamicina (29,7%) foram mais comumente detectadas.
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e No que se refere aos cocos Gram positivos catalase negativos, os
percentuais de resisténcia mais elevados foram detectados para eritromicina

(44,1%) e cefotaxima, ceftriaxona e clindamicina (todas 38,2%).

e O Streptococcus anginosus apresentou indice de resisténcia a

eritromicina de 14,3%, superior ao observado em outras investigacoes.

e No que se referem a cefalosporinas, os resultados desta investigacao

diferem daqueles descritos para os EUA e Espanha.

e Quando os resultados para bactérias anaerdbias foram avaliadas
separadamente, de acordo com a reacao a coloracdo pelo método de Gram,
observou-se que as taxas de resisténcia a clindamicina foram de 10,5% e 14,5%
para amostras Gram positivas e Gram negativas, respectivamente. Para

metronidazol, os valores foram de 17,8% e 26,0%.

e A presente investigacdo indicou que as bactérias recuperadas de
abscessos de pacientes com infecgbes odontogénicas graves apresentaram, de
forma geral, altos niveis de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos
avaliados.

e Observou-se a expressao génica de todas as citocinas e quimiocinas
avaliadas, tanto nas amostras dos individuos do grupo controle (fluido intersticial
de dentes com polpa vital, sem infeccdo), como naquelas de pacientes com

abscessos periapicais agudos.

e A transcricdo dos genes que codificam as citocinas proé-inflamatérias IFN-
v, IL-1B8, IL-17A e TNF-a e as quimiocinas CCL2/MCP-1 e IL-8 estava

significativamente aumentada nas amostras do grupo caso.

e Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os niveis de
mMRNA das citocinas reguladoras IL-10 e TGF- e da quimiocina CCL5 entre os

dois grupos avaliados.

e Os resultados deste estudo demonstram correlagéo direta entre o quadro
clinico agudo e a expressao de citocinas proé-inflamatérias. Indicam, ainda, que,
nestes quadros graves em que a infeccdo ainda nao foi controlada, a modulacao
promovida pelas céluas Treg encontra-se inibida, de acordo com o conceito
estabelecido.
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ANEXOS

ANEXO A. Aprovacao pelos comités de ética em pesquisa da UFMG e do
Hospital Odilon Behrens

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n®. ETIC 374/08

Interessado(a): Prof. Evandro Neves Abdo
Depto. de Clinica, Patologia e Cirurgia Odontolégicas
Faculdade de Odontologia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 17 de selembro de 2008, apds atendidas as solicitagbes de
diigéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Epidemiclogia e perfil
microbiolégico das infeccdes odontogénicas de pacientes
internados em um hopital publico de Belo Horizonte" bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

QO relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés a inicio do projeto.

rofa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av, Pres dAntonio Carlos, 6627 — Unidads Adminizirativa
Telefax: (13 1) 34094392 - -

Cep:31270-9G1 - BR-MG
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UNfVEllASIDA])E FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 0374.0.203.000-08

Interessado(a): Prof. Evandro Neves Abdo :
Depto. de Clinica, Patologia e Cirurgia Odontolégicas
Facuidade de Odontologia - UFMG

DECISAO -

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP analisou e
aprovou, no dia 30 de maio de 2012, a incluso, abaixo relacionada, no
projeto de pesquisa intitulado "Epidemiologia e perfil microbiolégico
das infecgbes odontogénicas de pacientes internados em um
hopital publico de Belo Horizonte".

o Inclusdo da técnica MDA-checkerboard

A aprovacgéo € valida por um ano (30 de maio de 2012 a 29 de
maio de 2013).

O relatério final ou parcial deveré ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepi@prpq.ufing.br
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TUNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 0374.0.203.000-08

Interessado(a): Prof. Evandro Neves Abdo
Depto. de Clinica, Patologia e Cirurgia Odontolégicas
Faculdade de Odontologia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP analisou e
aprovou, no dia 11 de dezembro, o adendo, abaixo relacionado, ao
projetc de pesquisa intitulado "Epidemiologia e perfil microbioldgico
das infeccdes odontogénicas de pacientes internados em um
hopital ptiblico de Belo Horizonte™.

o Quantificagao de citocinas pro-inflamatérias.

A aprovacgdo e valida por um ano (11 de dezembro de 2013 a 10
de dezembro de 2014).

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

S
Profa. Maria Yeresa Marques Aaaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Admingstrativa IT - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefex: (031) 3409-4592 - c-mail; cocpe@prog.ufimg be
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ANEXO B. Termo de consentimento livre e esclarecido
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Pacientes maiores de idade

Este documento tem como finalidade propor sua participacdo no projeto de pesquisa
“INFECCOES ODONTOGENICAS GRAVES: ETIOLOGIA E PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A
DROGAS ANTIMICROBIANAS DAS AMOSTRAS ISOLADAS”.
Esta pesquisa tem como objetivo analisar os fatores que interferem nas infeccdes de origem
dentaria (as bactérias causadoras das infecgdes bem como a resisténcia aos antibidticos usados
para estes tratamentos). Este estudo € de grande importdncia, pois ira contribuir para melhorar o
atendimento e o tratamento dos pacientes com este problema. Para isso é necessaria a coleta de
secrecdo, ou seja, pus da infeccao.
N&do sera necessario procedimento adicional porque a coleta do pus sera feita durante o
procedimento de drenagem que & usado como tratamento para qualquer tipo de infeccdo.
Nesta pesquisa nao existe custo adicional para vocé e, fica ao seu cntério a possibilidade de negar
a participar do estudo sem qualqguer prejuizo ao seu tratamentao.
Os dados obtidos na pesquisa serdo confidenciais e seu nome ndo sera em hipdtese alguma
divulgado. Os resultados serdo apresentados em congressos e publicagcdes sem que vocé seja
identificado.
Este estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa da UFMG e Hospital Municipal
Odilon Behrens.

Termo de Livre Consentimento

Li e entendi as informacdes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas

davidas foram respondidas a contento. Autorizo a realizacdo de coleta do pus durante o

procedimento de drenagem. Permito também a utilizacdo dos dados para divulgacdo e ensinog,

respeitando sempre meu direito de ndo ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim, tendo sido garantido o meu direito

de desistir a qualquer momento.

PACIENTE:

Nome:

Assinatura:

Documento apresentado: ne:
Belo Horizonte, de de

PESQUISADORES:

prazeres magalhdes Tel 3409 2743 Augusto César Sette Dias Tel: 3409 2743
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Abstract

Introduction: Severeodontogenic infections remain an important public health
concern and significant economic burden to public health care facilities. Despite
this several aspects of the disease, for example immune response profile remain
poorly understood. The aim of this study was to search for an association between
MRNA levels of the cytokines IFN-y, IL-1B, TNF-a, IL-17A, IL-10, and TGF-B and
the chemokines IL-8, CCL2/MCP-1, and CCL5 and odontogenic infection.
Methods: Our case group was comprised by of 12 patients hospitalized in
consequence of severe odontogenic infection and our control group included 12
individuals with healthy periapical tissues. Clinical samples were taken from the
case (drainage site) and control (periapical interstitial fluid) groups with the aid of
paper points. Total RNA was extracted, complementary DNA was synthesized,
and mRNA levels were determined by quantitative polymerase chain reaction.
Data analysis was performed by using SPSSand the Wilcoxon test was employed
to determine statistical significance (p<0.05).

Results: Our results showed a significantly increased expression of pro-
inflammatory cytokines (IFN-y, IL-1B3, TNF-a, and IL-17A), IL-8 and CCL2/MCP-1
in odontogenic infection patients. mRNA levels of IL-10, TGF-B, and CCL5 were
similar in both study groups.

Conclusions:In general individuals presenting with odontogenic infections
exhibited extraordinary pro-inflammatorycytokine profiles paralleled with unaltered
expression of regulatory mediators.

Key words: odontogenic infections, cytokines, chemokines, immune response.

135



Introduction

Severe odontogenic infections are always a risk to patients. They remain an
important public health concern and have become a significant economic burden
to public health care facilities. Incorrect or delayed treatment generally leads to
serious complications such as compromisedairway (1).

Propagation of the infection depends on local and systemic host factors and
on the virulence of the pathogen (2, 3).During maturation of the immune response,
antigen-presenting cells are responsible for the polarization of T-helper (Th)
immune responses. Naive CD4"Th may undergo polarization into different effector
Th cell subtypes. Four T-cells subsets have already been described, Th1, Th2,
Th17, and T-regulatory (Treg) cells. Each of them drives a characteristic protective
immune response (4, 5).

A type 1 immune response, characterized by the production of interferon-y
(IFN-y), tumor necrosis factor-a (TNF-a), and interleukin-1 (IL-1), is involved in the
disease progression, bone destruction, and remodeling of periapical lesions (4) In
contrast, immunosuppressive mechanisms mediated by Treg- or Th2-derived
cytokines are responsible for healing and restricting the inflammatory immune
mechanisms (6). IL-10, initially described as a Th2 cytokine, and TGF-Bexhibits
strong anti-inflammatory properties. Researchers now recognized that Th1 and
Th17(represented by IL-17) cells also produce IL-10 in addition to Th2 and Treg
cells (7).

Chemokines are a specialized group of cytokines thatcoordinate movement
of leukocytes into and through tissues. They are involved in a multitude of
biological  processes, includingorgan development and homeostasis,
angiogenesis, and immuneactivation and regulation. The role of chemokines and
theircognate receptors in the immune response is carried out byleukocyte homing
and trafficking (8).

Although the immune response in periapical lesions and periodontal disease
is well known, the cytokine response profile in severe odontogenic infections has
not been clearly defined. The aim of this study was to assay the mRNA levels of
the cytokines IFN-y, IL-1B, TNF-a, IL-17A, IL-10, and TGF-f and the
chemokineslL-8, CCL2/MCP-1 and CCL5 in tissue samples obtained from patients
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presenting with severe odontogenic infection and to compare the results with
those obtained for individualswith healthy periapical tissues.

Materials and Methods

Study group

This study was approved by the Ethics Committee of the Hospital Odilon
Behrens and Universidade Federal de Minas Gerais(ETIC 374-08). All patients
recruited to the study signed an informed consent form. The study group was
comprised of 24 individuals, 12 cases and 12 controls, non-consecutive patients,
collected in one year.The case group wasrecruitedfrom patients hospitalized
forsevere odontogenicinfection in the Hospital Odilon Behrens, Belo
Horizonte,MG, Brazil.Patients presenting with other infectious diseases were
excluded. Control subjects were selectedfrom patientswith vital pulp prosthetic and
indications, for endodontic treatment that were referred to the School of Dentistry
at the Universidade Federal de Minas Gerais.

The case group included8 women and 4 men, ranging in age from 17 to 62
years.Seven cases involved thelower third and second molars,whilein the five
remaining cases othersteeth were responsible for the abscess. Pulpal necrosis
was correlated to seven cases and post-extraction surgery wasassociated with
worseningof the disease in three subjectsintwo were caused by periodontitis, and
one pericoronaritis. Two patients showed associated systemic diseases (diabetes
mellitus and hypertension).

In these patients multiple spaces were stricken, the space most frequently affected
was submandibular, often associated with the involvement ofbuccal and cervical
spaces. Three patients haveunderwent tracheotomy. The main clinical
manifestations included submandibular swelling and dysphagia that were

associated with trismus in all patients.

Sample collection

Clinical sampleswere taken from extra or intraoral drainage sites of patients
with odontogenic infection.After antisepsis with 70% alcohol (extra-oral) or
chlorhexidine 0.12% (intra-oral), two paper pointswere introduced into the
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drainage site for 1 minute. Subsequently they were transferred to
microcentrifugetubes, transported to the laboratory, andstoredat -80 °C.

In regard to the control group, ProTaper nickel-titanium files
(DentsplyMaillefer, Ballaigues, Switzerland) in conjunction with 5.2% sodium
hypochlorite were used for cleaning and shaping of the root canals.
Followingcleaning and drying, three paper points#20were introduced into each
root canal passing through the root apex (2 mm) in order to collect the periapical
interstitial fluid. After 1 minute the paper points were cut 4 mm from the tip,placed

into a microcentrifuge tube, and stored at -80°C (3).

Sample preparation

TRIzol reagent (Gibco/BRL Laboratories, Grand Island, NY, USA) was
employed for RNA isolation as previously described (3).Briefly, chloroform was
added, and the mixture was centrifuged at 12,000g at 4 °C for 15 minutes; the
aqueous phase was collected, and RNA was precipitated by isopropanol. Samples
were centrifuged at 12,000g at 4°C for 10 minutes. The RNA precipitate was
washed once with 75% cold ethanol, dried, dissolved in RNase-free water, and
then incubated at 55°C for 10 minutes. The RNA was then stored at -80°C.

Real-time reverse transcription polymerase chain reaction

Expression of the cytokines IFN-y, IL-13, TNF-a, IL-17A, IL-10, TGF-B, and
the chemokineslL-8, CCL2/MCP-1 and CCL5was quantified by real-time reverse
transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR). A total of 1 ug of RNA was
employed for obtaining complementary DNA (cDNA) by reverse
transcription(9).gPCRwas performed in a volume of 25 mL and contained 1 mg of
cDNA. Primer sequences, melting temperatures, and amplicon sizes are shown in
Table 1 (3, 10). Primers were designed using Primer Express Software (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) based on nucleotide sequences available in
the GenBank database. Amplification reactions were conducted according to the
following protocol: a holding stage at 95°C for 10 minutes; a cycling stage of 40
cycles at 95°C for 15 seconds followed by 60°C for 1 minute; and a melting curve
stage at 95°C for 15 seconds, 60°C for 1 minute, and 95°C for 15 seconds (3, 10).
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The assays were performed in a Step One Real-time PCR System (Applied
Biosystems) and SYBR Green (Applied Biosystems) was used to detect
amplification.  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was
employed as a housekeeping gene for normalization. All samples were run in
duplicate. Sequence Detection Software version 2.0 (Applied Biosystems) was
used for data analysis. Results were obtained as threshold cycle (CT) values.
Expression levels were then calculated using the comparative CT method. The
values were calculated as the mean value of the duplicates for each patient, and
the levels of mMRNA in all samples were defined as the ratio of each specific primer
to GAPDH expression.

Statistical Analysis

Data analysis was performed by using SPSS for Windows (version 15.0;
SPSS, Chicago, IL, USA). Data were subjected to the Shapiro-Wilk test to
characterize their normality. The Wilcoxon T-test was used to determine statistical
significance (p<0.05) because data did not present a normal distribution.

Results

Expression of all evaluated cytokines (IFN-vy, IL-1B3, TNF-a, IL-17A, IL-10, and
TGF-B) and chemokines (lI-8, CCL2/MCP-1, and CCL5) was detected in both
clinical conditions. A significantly increased expression of pro-inflammatory
cytokines (IFN-vy, IL-1B8, TNF-a, and IL-17A) and chemokines IL-8 andCCL2/MCP-
1 was observed in samples recovered from acute abscessesin comparison with
the control group (p < 0.05). There was no statistical difference when the
expression of the regulatory cytokines(lL-10 and TGF-B) and CCL5 was compared

between the two groups (Figures 1 and 2).

Discussion

Odontogenic infections lead toan accumulation of immune competentcells
that, together with others local cells, such as fibroblasts, endothelial, and epithelial
cells, promote a protective response against microbial spreading to the
surrounding tissues (11).In this study, we observed a significantly increased

expression of several pro-inflammatory cytokines andchemokines.
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TNF-amRNA level was higher in patients hospitalized for severe odontogenic
infection when compared with the control group.The cytokine is a potent
immunologic mediator of acute and chronic inflammatory responses in
consequence to the ability toincrease bone resorption. It stimulates the production
of collagenase, chemokines,and cytokines, cellular adhesion molecules, and bone
resorption-related factors (12).TNF-a contributes to periodontal damage by its
direct effect on osteoclastogenesis and by amplification of inflammatory immune
reactions (2). Our findings are in accordance with previous reports that
showedhigher levels of TNF-a in root canal exudates, in humanperiapical lesions,
and inperiapical lesions refractoryto treatment (3, 13, 14).

IL-1B plays a central role in several chronic diseases and is one of the most
active stimulators of bone resorption(15). Among the local effects of IL-1 we
should highlight lymphocytes stimulation, neutrophils potentiation, production of
proteases and prostaglandins activation, leukocyte adhesion enhancement, and
bone formation inhibition(16).The cytokine is also associated with the induction of
fever as an event of the acute-phase response(17).It has already been
demonstrated that IL-1Bexpression is increased in periapical lesions (18) and
decreases following endodontic treatment (3). Similarly to TNF-a,IL-13 expression
was also increased in ourcase group.

IFN-y is the main activator of macrophages, which subsequently produce
cytokines and other mediators that play a significant role in the development of
periradicular diseases(19).The cytokine IL-17 is able to reactivate the inflammatory
process, including the induction of neutrophil attraction (20). There is strong
evidence that IL-17 may induce the production of receptor activator for nuclear
factor kappa B ligand (RANKL), activating osteoclast-induced bone resorption
(21).We observed a significantly higher expression of IFN-y and IL-17A in
diseased patients when compared tocontrolsubjects. Similar results have already
been reported forperiapicalinterstitial fluid(2, 13).Additionally a positive correlation
between IL-17 and IFN-y expression was previously observed in endodontic
infections(22, 23).

Chemokines play a role in directing cell movements necessary for the
initiation of T-cell immune responses to different pathogens or types of stimuli,
leading tothe differential recruitment of Th1 and Th2 cells(7).IL-8 attracts and
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activates primarily polymorphonuclear neutrophils making them more available
and more competent to engage and Kkill bacteria. It also stimulates osteoclast
recruitment and activity. The results obtained in this study are in accordance
withdata generated from previousinvestigations that showed a higherlL-8 gene
expression in dental pulpcells after stimulation and activeperiapicallesions(24).
Previously, a positive correlation between expression levels of IL-8 and pain in
patients with periodontal lesionhas been shown(25). Moreover, oral pathogens
such as Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis,and Prevotella
intermediaare able to stimulate the production of IL-8 by pulp fibroblasts and
osteoblasts (26). Systemic levels of IL-8are also correlated with increased
multiorgan failure, sepsis, and mortality (27).

The chemokine CCL2/MCP-1 is involved in the recruitment of monocytes to
the site of inflammation(7) and is also associated with osteoclast chemotaxis and
differentiation, probably through the interaction with CCR2 receptor
(28).Macrophagespromote microbial elimination in theinfected sites and,
subsequently, present antigens to operate B and T cells. The high gene
expression of CCL2/MCP-1 observed in this study in odontogenic infection
patients is in agreement with previously published results (21).

CCL5 modulates the innate immune response during sepsis (29).An
association between CCL5 and Th1-type cellular response has been suggested
following the observation that neutralization of CCL5 reduced formation of type 1
granuloma (30).deBritoet al. (3) found that CCL5 expression, together with some
Th1 cytokines, was reduced after endodontic procedures. Conversely, Ferreira
and coworkers (14) found similar levels of CCL5 mRNA in periapical interstitial
fluid from individuals presenting or not with sickle cell anemia, a condition
associated with a permanently activated immunoinflammatory status.In
agreement, in the present investigationthe levels of CCL5 expression werenot
significantly different between the case and control groups.This chemokine
functions as a chemoattractant for blood monocytes, memory T helper cells and
eosinophils, andthe results of this study suggest that its expression maybe
depends on the previous Th1 cytokine expression, as demonstrated in chronic

endodontic infections by others (3).
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IL-10 a cytokine that displays anti-inflammatory properties plays a central role
in reducing infection by limiting the immune response to pathogens and thereby
preventing damage to the host (10).Several studies have demonstrated the role of
IL-10 in periapical lesions and periodontal diseases (31, 32). Accordingly, in the
present studylow level of IL-10 expression in the case group was detected. The
finding may bedue to a cross-immune regulation promoted by the high expression
of pro-inflammatory over anti-inflammatory cytokines (3, 23).

TGF-B regulates cell growth, differentiation, and matrix production. It isalso a
potent immunosuppressive factor that down-regulates the transcription of pro-
inflammatory factors, such as IL-1B and TNF-a, as well as matrix
metalloproteases(33).It has been shown that bothTGF-f and IL-10down-regulate
the pro-inflammatory cytokine response in periapicaland periodontal immune
responses(33, 34). As observed for IL-10, our results indicate basal levels of TGF-
B gene expression.

In conclusion, this study demonstrated that in hospitalized individuals
presenting withan acute oral infection, pro-inflammatory mediators are expressed
attheir peak, while the regulatory responses areprobably inhibited due to the
cross-regulatory mechanism, a well-established concept (35).
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Table 1. Primer sequences, melting temperatures (Mt), and amplicon sizes for

each target cytokine or chemokine.

Target Primer sequence (5'-3’) Mt (°C) Amplicon (pb)
F: GCA CCA CCA ACT GCT TAG CA

GAPDH 80 96
R: TGG CAG TGA TGG CAT GGA GGA
F: GAA CTG TCG CCA GCA GCT AAA

IFN-y 80 95
R: TGC AGG CAG GAC AAC CATTA
F: TGG CAG AAA GGG AAC AGA A

IL-1B8 73 59
R: ACA ACA GGA AAG TCC AGG CTA
F: TTC TGG CTC AAA AAG AGA ATT G

TNF-a 76 73
R: TGG TGG TCT TGT TGC TTA AGG
F: CAA TGACCT GGA ATT ACC CAA

IL-17A 70 52
R: TGA AGG CAT GTG AAA TCG AGA

L. 8 F: GAATGG GTT TGC TAG AAT GTG ATA 60 129
R: CAG ACT AGG GTT GCC AGATT TAAC
F: GGT TGC CAAGCC TTG TCT GA

IL-10 81 107
R: TCC CCC AGG GAGTTC ACAT
F: TCT GCT GAG GCT CAA GTT AAA

TGF-B 54 74
R: ATC GCC AGG AAT TGT TGC
F: AAG ACC ATT GTG GCC AAG GA

CCL2/MCP-1 80 93
R: CGG AGT TTG GGT TTG CTT GT
F: CGT GCC CAC ATC AAG GAG TA

CCL5 R 80 91

CAC ACACTT GGC GGT TCTTTC
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Figure 1.mRNA levels of TNF-a, IL-183, IFN-y, IL-17A, IL-8, CCL2/MCP-1, CCL-5,
IL-10, and TGF-B in patients presenting with severe odontogenic infection (case
group:#) and in individuals with healthy periapical tissues (control group: m)as
determined by real-time reverse transcription polymerase chain reactionand
quantified by comparison with the internal control glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) gene. Bars represent the meanvalues of samples
recovered from 12 controls and 12 diseased patients. Error bars represent the

*

standard error of the mean. * indicates statistical significance (p < 0.05) as

determined by the Wilcoxon test.
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Abstract

Objectives: Odontogenic infection occurs when caries leads to pulpar necrosis and eventually a periapical
abscess, apical periodontitis or pericoronaritis. On occasions, the infection spreads into the deep cervicofacial
space. The aim of this study was to evaluate susceptibility patterns to antibacterial agents (i.e., facultative
cocci and obligatory anaerobes) recupered in patients with severe odontogenic infection.

Materials and methods: Antimicrobial susceptibility for facultative Gram positive cocci was performed by
means of the agar disk diffusion method. A minimum inhibitory concentration (MIC) by agar dilution
method established a measurement for the anaerobes, following the guidelines from the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI).

Results: In general, the result showed the bacteria were highly susceptible to the antibiotics tested. However,
high resistance rates were found against erythromycin (43.5 %) and clindamycin (29.7 %). In catalase
negative Gram-positive facultative cocci showed a resistance rate of 44.1%against erythromycin, and 38.2%
against cefotaxime, ceftriaxone, and clindamycin.

Conclusions: In general high susceptibility was also observed among anaerobic species. In recupered
bacteria we showed high resistance to test levels of erythromycin and clindamycin. It was also observed high
standards of resistance among anaerobes to metronidazole and clindamycin.

Clinical relevance: Significant differences in susceptibility profiles of relevant antibiotics have been
documented in different geographical areas. There is evidence of increased resistance to these drugs over the
years. Because of changing patterns of genetic modifications it is frequently necessary to adjust the presumed

resistance rate.

Keywords: odontogenic infection, microbiology, antimicrobial resistance, susceptibility

149



Introduction

Odontogenic infection occurs when caries leads to pulpar necrosis and eventually a periapical abscess or
acute apical periodontitis[1]. Head and neck infections of odontogenic origins are routinely treated in an
office procedure. Untreated or rapidly spreading odontogenic infections can be potentially life-threatening,
secondary to a compromised airway or septicemia [2].

Medical management is based primarily on the administration of high doses of antibiotics aimed at the
organisms that are probably causing the infection. ampicillin/sulbactam, penicillin/metronidazole,
clindamycin, or cephalosporin is the antibiotic generally indicated [3]. Antimicrobial susceptibility of
bacteria isolated from odontogenic abscesses may differ from country to country [4].

The laboratory data regarding bacteriology and microbial susceptibility are crucial information for the
clinician who is considering the administration of antimicrobial therapy. However, it may take several days
or even longer to obtain such data. Hence, a pragmatic and rational approach to empirical antibiotic selection
is acceptable if the choice is based on scientific data and contemporary experience, as microbiota of orofacial
infections constantly evolve [5]. This choice is also based upon the type or types of streptococci and
anaerobic bacteria affecting the patient[4].

Although the study of molecular genetics in bacterial resistant genes has advanced, it is crucial to study
changes in the antimicrobial susceptibilities of odontogenic pathogens to target therapy and facilitate the
choice of an appropriate antibiotic when indicated for the treatment of infections [6].The aim of this study
was to evaluate the susceptibility patterns to antibacterial agents, such as facultative cocci and obligatory
anaerobes in patients with severe odontogenic infections requiring emergent surgical incision and drainage

due to the severity of the abscess.

Materials and methods

A total of 74 isolates were tested, 28 obligatory anaerobic bacteria and 46 strains of facultative anaerobic
bacteria Staphylococcus (10) and Viridans group Streptococci (36). These samples were obtained from 30
pus specimens from 30 non-consecutive patients with odontogenic infection, who were admitted to the
Hospital Municipal Odilon Behrens, a public hospital in Belo Horizonte, Brazil. This study was approved by
the Ethics in Human Research Committee of Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) and Hospital
Municipal Odilon Behrens (HMOB).

All bacteria were identified using enzymatic and biochemical tests. Antimicrobial susceptibility for
facultative Gram positive cocci was performed by means of the agar disk diffusion method according
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [7]. In coagulase-negative Staphylococci were used Miller
Hinton agar and antimicrobial drugs: cefalotine, gentamicin, clindamycin, ciprofloxacin, oxacillin,
amoxicillin, dicloxacillin, teicoplanine, erythromycin, tetracycline, rifampicin,
sulfamethoxazole/trimethoprim, ampicillin, ceftriaxone, chloramphenicol and penicillin. The of catalase
negative Gram-positive facultative cocci group we used Miller Hinton agar with 5% sheep’s blood under
microaerophilic conditions. In this case, the antimicrobial drugs tested were vancomycin, cefepime,
erythromycin, cefotaxime, ceftriaxone, clindamycin, chloramphenicol, penicillin, levofloxacin, daptomycin,

ampicillin and linezolid.
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The anaerobes were incubated in a chamber under anaerobic conditions (N, 85%, H, 10%, CO, 5%), and we
established measurements for the minimum inhibitory concentration (MIC) using the agar dilution method
and following the guidelines from the CLSI [7]. The isolates obtained were tested against the following anti-
biotics: ampicillin, cefoxitin, ceftriaxone, clindamycin, chloramphenicol, metronidazole and tetracycline. The
MIC values, indicating resistance or susceptibility of each of the antibiotics, were based on the reference

criteria provided by the ethics committee above.

Results

A total of 74 isolates from 30 patients were tested. In absolute terms, the isolated strains seemed to be highly
sensitive to the routinely used antibiotics.

Results showed bacteria were highly susceptible to antimicrobial agents. However, high values of resistance
were found against erythromycin and clindamycin, 43.5% and 29.7%, respectively.

In 10 coagulase-negative Staphylococcus, we observed high resistance to penicillin (70.0%), ampicillin (60.0
%), erythromycin (40.0 %) and oxacillin (30.0 %)(Fig. 1).

In catalase negative Gram-positive facultative cocci showed a resistance rate of 44.1% against Erythromycin
and 38.2% against cefotaxime, ceftriaxone and clindamycin (Fig. 2). Among the Viridans Group, we
observed that S. mitis presented high resistance to clindamycin (75.0%) and erythromycin (87.5%), whereas
S. anginosus showed low rates of resistance to clindamycin (18.0%) and erythromycin (25.0%).

Anaerobic susceptibility to different antibiotics is summarized in figure 3. Among anaerobic species, high
sensitivity was observed. The samples presented resistance values of 43.8% and 25.0%, respectively, against
metronidazole and clindamycin. When Gram positive and Gram negative bacterial strains were analysed, the
resistance rates of the anaerobes were, respectively, 17.8% and 25.0% for metronidazole and 10.0% and

14.0% for clindamycin.

Discussion

This work was carried out with samples collected from patients with severe odontogenic infections. It is
important to note that patients commonly require admission to an ICU for airway management and other
supportive care [8]. Because of the severity of infection all patients were treated mainly with clindamycin
and gentamycin before sampling and following hospital protocol. Certainly, the treatment of patients with
drugs resulted in the isolation of more bacteria strains resistant to these antimicrobials than in patients who
would not have had prior antibiotic therapy [9].

A recommended therapy for patients afflicted with odontogenic infection is based on facultative Gram
positive facultative cocci and Gram positive and Gram negative obligatory anaerobes, according to Limeres
et al.[4]. All positive cultures in these cases were tested for susceptibility to antibiotics with the intention of
determining the most effective drug for all isolated microorganisms.

Bacterial sensitivity was evaluated according to the Clinical and Laboratory Standards Institute’s guidelines
(CLSI) [7]. Despite advances in molecular genetics that suggest possible alternative approaches to the study
of bacterial resistance, susceptibility tests are still considered fundamental to classical phenotypic evaluation

of the susceptibility profile of particular drugs.
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Significant differences in susceptibility profiles of relevant antibiotics have been documented in different
geographical areas. These differences are explained by uncontrolled drug use and poor compliance. Regular
surveillance of antimicrobial susceptibility in different geographical locations seems important to treat
patients with the most optimal antibiotic regimen [4,10,11]. Thus, obtaining local data based on necessary
laboratory analysis is critical for establishing empirical therapy, whereas regular surveillance of antimicrobial
susceptibility in different geographical locations seems important for treating patients with the most optimal
antibiotic regimens [9].
In general, the results showed high susceptibility in the antimicrobial drugs tested; high resistance rates were
found against erythromycin (43.5%) and clindamycin (29.7%). Despite these high resistance rates, these
drugs are still indicated in dentistry [12,13].
The samples of Staphylococcus showed high rates of resistance to penicillin (70.0%), ampicillin (60.0%),
erythromycin (40.0%) and oxacillin (30.0%) (fig. 1). Rega et al. [2] reported similar results from observing
resistance indexes of 72.7% for penicillin, 58.5% for ampicillin, 5.0% for ciprofloxacin and 10.5% for
clindamycin.
In our study, S. anginosus showed a resistance rate to erythromycin (14.3%) similar to research from Korea
(14.2%) [14], which is significantly higher than the resistance rate found in Germany (5.7%)[15], the
Netherlands (2.6%)[16] and Spain (17.1%) [17].Comparing results among Viridans group isolates, our
results (44.1%) are similar to Skucaite et al.[6], although lower than in Italy (56.3%) [18].
Contrasting data analyses from various research studies, we realized that resistance rates of bacteria can vary
around the world and according to the year of study [2,5,13]. For Sands [19] and Uh et al.[20], there is
evidence of increased resistance to these drugs over the years. Because of changing patterns of genetic
modifications it is frequently necessary to adjust the presumed resistance rate [21].

In catalase negative Gram-positive facultative cocci did exhibit a high resistance rate for clindamycin,
38.2%, which was similar to work [22,23,24]. Lemires et al.[4] offers an explanation: This correlation can be
explained by gene erm, which are responsible for conferring resistance to macrolides and may also confer
cross-resistance to lincosamides.

Our rates of resistance to cephalosporins, erythromycin and clindamycin differ from those reported by
several authors [2,5,13]. The results of this study were similar to those described by Skucaite et al.[17], who
reported that 2.3% of the sample was penicillin-resistant to Streptococcus. Rega et al.[2] reported rates of
antimicrobial resistance of 12.9%. High levels of susceptibility of streptococcus Viridans group were also

observed for ampicillin (98.4%), cefazolin (100%), ciprofloxacin (100%), clindamycin (86.3%),
erythromycin (83.4%), levofloxacin (98.6%) and vancomycin (100%). Chunduri et al.[25] reported
Streptococcus sensitivity of 85% and 59% to clindamycin and erythromycin between samples.

The results of this investigation are different regarding cephalosporin than those described in studies from the
United State and Spain. Investigations conducted at these locations point to the absence of resistance to
penicillin and third generation cephalosporins [15, 26, 27].

In anaerobes, combinations of carbapenems and -lactamase inhibitor can be used as single agents to combat
mixed infections involving anaerobes, whereas metronidazole must be combined with one of several
antibiotics that are active against aerobic bacteria. chloramphenicol is rarely used in the clinical setting

because of its potential toxicity. However, with recent and rapidly changing patterns of antimicrobial
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resistance among most clinically important anaerobic bacteria and associated clinical failures, susceptibility
testing is now indicated for surveillance and some specific clinical situations [28].

Despite that clindamycin is capable of obtaining very low MIC against anaerobic bacteria from the
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia and Fusobacterium nucleatum species it has been proposed
as the drug of choice, in view of its good absorption, low incidence of bacterial resistances, and the high
antibiotic concentrations reached in bone [29].When the results for anaerobic bacteria were evaluated
separately, according to microscopic morphology and reaction to Gram stain, we observed that the rates of
resistance to clindamycin were 10.5% and 14.5% for Gram positive and Gram negative, respectively. For
metronidazole, the values were 17.8% and 26.0%. The results contradict some authors who consider
metronidazole resistance is common among Gram positive anaerobes [30,31]. Actually, metronidazole has
excellent activity against anaerobes but no activity against aerobes and, therefore, must be used in
conjunction with other agents [18,32].

In conclusion, the results indicated that recupered bacteria in this study had high levels of susceptibility to
antimicrobial agents. However, it showed high resistance to test levels of erythromycin and clindamycin. We
observed high standards of resistance among anaerobes to metronidazole and clindamycin. These data
contribute to the knowledge of the bacteria’s antimicrobial susceptibility profiles, showing they are possibly
involved in the pathogenesis of severe dental infections; these results may also support for the establishment

of more appropriate antibiotic therapies.
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Figure 1: Profile of antimicrobial susceptibility of 10 strains of Staphylococcus isolated from patients with

severe dental infections.
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Figure 2: Profile of antimicrobial susceptibility of 36 samples Of catalase negative Gram-positive

facultative cocci isolated from patients with severe dental infections.
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Figure 3: Profile of antimicrobial susceptibility of 28 samples of obligate anaerobic bacteria isolated from

patients with severe dental infections.
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