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RESUMO

As infeccOes odontogénicas graves constituem um desafio de tratamento por
parte dos Cirurgides Bucomaxilofaciais, geralmente necessitando de intervencdes
cirirgicas e administracdo de antibidticos endovenosos. A associacdo entre a
clindamicina e a gentamicina vem apresentando resultados clinicos satisfatérios ao
longo dos anos. Este estudo analisou, in vitro, o tipo de efeito promovido pela
gentamicina e pela clindamicina sobre amostras isoladas de infecgdes
odontogénicas graves. Foram utilizadas 20 amostras bacterianas, sendo 13 de
Streptococcus do grupo Viridans e 7 de anaerdbios obrigatorios. Estas amostras
foram inoculadas em meios de cultura contendo clindamicina e gentamicina,
isoladamente e em associacdo. Utilizou-se a clindamicina em diferentes
concentracbes e manteve-se a gentamicina a 3 pg/mL em todo o estudo. As
amostras de Streptococcus do grupo Viridans mostraram resisténcia a ambas as
drogas e a associacdo das mesmas, exceto por uma amostra, que se mostrou
sensivel a gentamicina. Os anaerobios apresentaram resultados diversos, variando
entre sensibilidade ou resisténcia extremas. Pode-se concluir que nao existe um
efeito de sinergismo por potenciagao entre a gentamicina e a clindamicina e que, de
acordo com o espectro de acdo de cada droga, esta combinacdo pode favorecer o
tratamento hospitalar das infeccdes odontogénicas graves. Novos estudos,
entretanto, sdo necessarios, para verificar se os efeitos varidveis observados na

pesquisa podem interferir nos resultados clinicos.

Palavras-chave: Infeccdo odontogénicas. Clindamicina. Gentamicinas.



ABSTRACT

Effects of clindamycin and gentamicin on strains isolated from severe dental

infections: a pilot study

Severe dental infections are a challenge to treatment by oral and maxillofacial
surgeons, usually requiring surgical intervention and administration of intravenous
antibiotics. The combination of clindamycin and gentamicin, has shown satisfactory
results over the years. This study analyzed in vitro the type of effect caused by
gentamicin and clindamycin on the strains isolated from severe dental infections.
Twenty bacterial samples were used, 13 Streptococcus from Viridans group and 7
obligate anaerobes. These samples were inoculated in culture media containing
clindamycin and gentamicin, singly and in combination. Utilizing the clindamycin in
different concentrations and kept gentamicin 3 pg/mL throughout the study.
Streptococcus from Viridans group were kept for 24 hours in microaerophilic and
anaerobic were kept in anaerobic jar for 48 hours both under a 37 ° C temperature.
After the incubation period, the reading of the results was performed. Samples of
Streptococcus Viridans group showed resistance to both drugs and combination
there of, except for one, which was sensitive to gentamicin. Anaerobes showed
mixed results, ranging from sensitivity or extreme resistance to variable effects and
synergism by adding between drugs. It can be concluded that there is no synergistic
effect of potentiation between gentamicin and clindamycin and, according to the
spectrum of action of each drug, this combination can enhance hospital treatment of
severe dental infections. New studies, however, are required to check whether the

variable effects observed in this study may interfere with clinical outcomes.

Keywords: Odontogenic infection. Clindamycin. Gentamicin.
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1 INTRODUCAO

As infeccbes odontogénicas acometem o homem desde o inicio de sua
existéncia. Ainda hoje, apds séculos de pesquisa, ainda nao foi possivel erradicar as
infeccbes bacterianas. Geralmente, na regido orofacial, a maioria das infec¢des
bacterianas envolve uma alteracdo da microbiota normal ou uma migracdo desta
para regides do organismo onde ndo sdo comumente encontradas (BAHL et al.,
2014).

Estas infec¢des caracterizam-se por ser polimicrobianas e mistas (bactérias
aerdbias e anaerdbias). Abrangem, principalmente, Streptococcus do grupo Viridans,
Staphylococcus, Prevotella, Peptostreptococcus e Bacteroides. A patogenicidade se
deve a acdo sinérgica entre duas ou mais espécies de bactérias que predominam
em cada um dos processos, bem como a producdo de multiplas enzimas, toxinas e
outros fatores de viruléncia (MAESTRE-VERA, 2004; LIMERES, 2005).

O tratamento primario das infec¢cdes odontogénicas graves com supuracao é
a internacéo hospitalar para a realizagao de cirurgia para drenagem, desbridamento
e remocao da causa, além de manutencédo das vias aéreas. A terapia antimicrobiana
sistémica prescrita é, inicialmente, empirica e muitas vezes 0s micro-organismos
tornam-se resistentes aos antibiéticos comumente utilizados no ambiente hospitalar
(LIMERES, 2005; AL-QAMACHI et al., 2010).

A clindamicina e a gentamicina vém sendo utilizadas combinadamente para
tratar infeccdbes odontogénicas graves, devido ao fato dos dois antibidticos
apresentarem espectro complementar frente a diversas espécies bacterianas (FASS,
ROTILIE e PRIOR, 1974).

No meio clinico, discussdes levantam hipoteses sobre o modo de acao desta
combinacdo medicamentosa, principalmente acerca de um possivel efeito de
sinergismo por potenciagdo existente entre estas drogas e sobre as melhores
opcOes de tratamento para o paciente portador de infeccdo odontogénica grave
(MAESTRE-VERA, 2004; LIMERES, 2005).

O objetivo deste estudo foi analisar, in vitro, qual o tipo de efeito promovido
pela gentamicina e pela clindamicina, isoladamente e associadas, sobre amostras
de Streptococcus do grupo Viridans e anaerobios oriundos de infeccoes

odontogénicas graves.
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2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 20 amostras bacterianas, sendo 13 de Streptococcus do
grupo Viridans e 7 de anaerobios obrigatorios, oriundas de pacientes com infecgcéo
odontogénica grave, sendo estas Wolinella spp., Peptococcus sacarolyticus,
Tissierella praeacuta, Peptostreptococcus anaerobius, Clostridium perfringens,
Centruroides gracilis e Prevotella corporis.

Para os Streptococcus do grupo Viridans, foi empregado o método da
diluicdo em &gar, segundo recomendacdes do CLSI (2015). A partir de solucdes-
estoque esterilizadas por filtracdo (Millipore, Darmstadt, Germany), concentracdes
crescentes das drogas antimicrobianas foram adicionadas a frascos contendo BD
BBL™ Miller Hinton Agar (Siemens Healthcare, Malvern, PA, EUA) acrescidos de
sangue de carneiro a 5%. As amostras testadas foram inoculadas, com o auxilio de
replicador de Steers, em duplicata, sequencialmente, em ordem crescente de
concentracdo. Utilizou-se clindamicina nas concentracbes de 1, 2, 4, 8, 16 e
20pg/mL, como orienta o CLSI (2015) e gentamicina exclusivamente na
concentragdo de 3 pg/mL. As mesmas concentragdes foram utilizadas quando as
combinacdes entre os antibioticos foram testadas. O material foi incubado em
microaerofilia, a 37°C, por 24 horas. Placas controle, sem adicdo de drogas, foram
inoculadas no inicio e no final de cada série. A amostra Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619 foi empregada como controle de qualidade dos testes. Apds o periodo
de incubagéo, realizou-se a leitura do experimento.

Para os anaerdébios, foi empregado o método da diluicio em agar, segundo
recomendagdes do CLSI (2015). A partir de solugdes-estoque esterilizadas por
filtracdo (Millipore, Darmstadt, Germany), concentracdes crescentes das drogas
antimicrobianas foram adicionadas a frascos contendo BD BBL™ Brucella Agar
(BBL, Cockeysville, MD, EUA) acrescido de 0,1% de hemina (Inlab Diadema, SP,
Brasil) e 0,1% de menadiona (Inlab) fundido (45°C), acrescidos de sangue de
carneiro a 5% e, ap0s 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
concentracéo. Utilizou-se a clindamicina nas concentracdes de 0,5, 1, 2, 4 e 8ug/mL,

como orienta o CLSI (2015) e gentamicina exclusivamente na concentracao de 3



12

pHg/mL. As mesmas concentracdes foram utilizadas quando as combinagdes entre 0s
antibiéticos foram testadas. A gentamicina foi utilizada apenas nesta concentracao,
em todo o estudo, baseando-se no trabalho de Klastersky e Husson (1977), que
observaram que 3 ug/mL € a concentracdo plasmatica maxima encontrada, mesmo
apos a utilizagdo de doses superiores a esta. O material foi incubado em
anaerobiose (jarra de anaerobiose - N2 85 %, H2 10 %, CO2 5 %), a 37°C, por 48
horas. Placas controle, sem adicdo de drogas, foram inoculadas no inicio e no final
de cada seérie. A amostra Bacteroides fragilis ATCC 25285 foi empregada como
controle de qualidade dos testes. ApdOs o periodo de incubacao, realizou-se a leitura

do experimento.
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3 RESULTADOS

3.1 Streptococcus do grupo Viridans

bY bY

Todas as amostras foram resistentes a clindamicina isoladamente e a
associacdo entre clindamicina e gentamicina. Uma amostra mostrou-se sensivel a

gentamicina isoladamente (Tabela 01).

Tabela 01: Streptococcus do grupo Viridans

ANTIMICROBIANOS AMOSTRAS

Streptococcus do grupo Viridans

CLINDAMICINA

1 pug/mL + + + o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
2 ug/mL + + + o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
4 pg/mL +  + o+ + + + + [+ | + + + + +
8 ug/mL + + + o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
16 pg/mL + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ 4+
20 ug/mL + + + o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
CLINDAMICINA + GENTAMICINA
1/3 pg/mL + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
2/3 pg/mL + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ 4+
4/3 pg/mL + + + + + + o+ o+ o+ 4+ o+ o+ 4+
8/3 pg/mL + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ 4+
16/3 pg/mL + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
20/3 ug/mL + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ 4+
GENTAMICINA
3 pg/mL + 4+ + + o+ o+ 4+ o+ o+ -+ o+ 4+
Legenda: (+) — houve crescimento bacteriano (resistente)

(-) — né&o houve crescimento bacteriano (sensivel)
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3.2 Anaerdbios

Quanto aos anaerbbios, a Wolinella apresentou resisténcia a clindamicina em
todas as concentracfes utilizadas no estudo. Mostrou-se, também, resistente a
associacao entre clindamicina + gentamicina nas concentracdes de 0,5/3, 1/3 e 2/3
pug/mL, mostrando-se sensivel nas concentracbes de 4/3 e 8/3 pg/mL e, ainda, a
gentamicina isoladamente. A P. corporis apresentou resisténcia a todas as
concentracfes analisadas de clindamicina. Mostrou-se resistente a clindamicina +
gentamicina na concentragdo de 0,5/3 pg/mL, mas sensivel as demais
concentracdes da associacdo e a gentamicina isoladamente.

A P. sacarolyticus apresentou resisténcia a clidamicina em todas as
concentracfes utilizadas no estudo. Mostrou-se sensivel, entretanto, a todas as
concentra¢gdes analisadas de clindamicina + gentamicina e & gentamicina a 3 pg/mL.
A P. anaerobius mostrou-se sensivel a todas as concentracdes de clindamicina e a
associacao clindamicina + gentamicina. Mostrou-se resistente, porém, a gentamicina
isoladamente.

A Tiss. Praeacuta mostrou-se sensivel a todas as concentracbes de
clindamicina, clindamicina + gentamicina e gentamicina utilizadas no estudo e as C.
perfringens e C. gracilis mostraram-se resistente a todas as drogas analisadas,

independente da concentracéo (Tabela 02).



15

Tabela 02: Anaerdbios

ANTIMICROBIANOS AMOSTRAS

P. Tiss. P. C. C. P.
Wolinella  sacarolyticus Praeacuta anaerobius perfringens gracilis corporis

CLINDAMICINA

0,5 pg/mL + + . - + + +

1 pug/mL + + - - + + +

2 pg/mL + + - - + + +

4 pg/mL + + - - + + +

8 pg/mL + + - - + + +

CLINDAMICINA +

GENTAMICINA

0,5/3 pg/mL + - - - + + +

1/3 pg/mL + - - - + + -

2/3 pg/mL + - - - + + -

4/3 ug/mL - o - - + + -

8/3 pg/mL - - - - + + -
GENTAMICINA

3 pg/mL - - - + + + -

Legenda: (+) — houve crescimento bacteriano (resistente)

(-) — naéo houve crescimento bacteriano (sensivel)
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4 DISCUSSAO

Limeres (2005) e Maestre-Vera (2004) relatam que as infeccdes
odontogénicas, em seu estagio inicial, abrangem, Streptococcus do grupo Viridans
em seu estagio inicial, sendo substituidas por anaerdbios a medida que a doenca
evolui. Optou-se pela selecdo de amostras destes dois grupos bacterianos por
serem sabidamente causadores desta patologia.

O presente estudo analisou os efeitos da clindamicina e gentamicina sobre
amostras isoladas de infec¢cOes odontogénicas graves. De acordo com Fass, Rotilie
e Prior (1974), esses dois antimicrobianos vém sendo utilizados combinadamente
para tratar tais infeccfes, devido ao fato de apresentarem espectro complementar
frente & diversas espécies bacterianas.

Apesar do uso frequente e dos resultados clinicos satisfatérios gerados pela
associacdo clindamicina-gentamicina, pouco se tem pesquisado sobre o tipo de
efeito que ocorre entre estas drogas. Uma revisdo da literatura mostrou que os
estudos acerca da associacdo entre esses farmacos apresentam resultados
diversos. Todos os artigos pesquisados, entretanto, datam do Ultimo século (FASS,
ROTILIE e PRIOR, 1974; DUPERVAL et al.,1975; SNYDER, WILKOWSKE e
WASHINGTON, 1975; OKUBADEJO e ALLEN, 1975; FASS,1977; BROOK et al.,
1984; PEARLMAN et al.,1990).

O presente trabalho utilizou a gentamicina apenas na concentracdo de 3
pg/mL, baseando-se no estudo de Klastersky e Husson (1977), que observaram que
esta € a concentracdo plasmatica maxima encontrada, mesmo apos a utilizacdo de
doses superiores a esta.

Fass, Rotilie e Prior (1974) realizaram um estudo in vitro onde verificaram a
interacdo entre a clindamicina e a gentamicina. A gentamicina nao interferiu com a
atividade da clindamicina dentro da gama de concentragdes testadas (0,1 a 100 pug /
mL). Assim como nos trabalhos de Fass, Rotilie e Prior (1974), Brook et al. (1984) e
Pearlman et al. (1990), esta pesquisa evidenciou resisténcia bacteriana a
gentamicina quando utilizada isoladamente, mais especificamente no grupo dos
anaerobios, nos espécimes de P. anaerobius, C. perfringens e C. gracilis e em

quase todas as amostras de Streptococcus do grupo Viridans.
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Cinco espécimes de anaerobios, a Wolinella, a P. sacarolyticus, a P. corporis,
a C. perfringens e a C. gracilis e todos os Streptococcus do grupo Viridans
apresentaram resisténcia a clindamicina isoladamente. A C. perfringens e a C.
gracilis mostraram-se resistentes as drogas analisadas, associadas ou ndo e
independente da concentracdo, revelando-se resistentes a estes farmacos. Limeres
(2005) alerta que existe uma resisténcia emergente a clindamicina, como observa-se
nos resultados.

Os espécimes de P. sacarolyticus e de P. anaerobius mostraram-se
sensiveis, respectivamente, a gentamicina e a clindamicina, isoladamente. Na
associacao de drogas, os dois espécimes também apresentaram sensibilidade. Este
resultado mostra que uma droga nao interferiu na agao da outra (BROOK et al.,1984
e PEARLMAN et al.,1990).

Neste estudo, duas culturas de anaerdbios apresentaram resultados variados
quando expostos a clindamicina ou a gentamicina isoladamente e quando expostos
a combinacao destes farmacos. Verifica-se que, quando as culturas de Wolinella e
P. corporis foram expostas a associacdo das drogas, houve uma diminuicdo
progressiva do numero de corpos de inclusdo observados, onde o MIC foi de 4/3
ug/mL e 1/3 pg/mL, respectivamente. Porém, a combinacdo dos dois
antimicrobianos mostrou-se eficiente somente a partir destas diluicdes. Uma amostra
de Streptococcus do grupo Viridans mostrou-se sensivel a gentamicina, quando
utilizada isoladamente; porém houve crescimento bacteriano tanto quando utilizada
somente a clindamicina quanto quando esta estava associada a gentamicina. Estes
resultados ndo seguem um padrdo e sugerem um efeito variavel das drogas
utilizadas no experimento, o que pode ser observado em algumas culturas in vitro,
devido ao meio onde estes micro-organismos sao incubados. Novos experimentos
devem ser realizados para verificar-se a reprodutibilidade destes resultados.

No meio clinico, discussfes levantam hipdteses sobre o modo de acdo desta
combinacdo medicamentosa, principalmente acerca de um possivel efeito de
sinergismo por potenciacdo existente entre estas drogas. Primeiramente, €
necessario definir-se melhor o termo sinergismo, que apresenta duas variacdes.
Berenbaum (1989) explica que o sinergismo entre dois farmacos é observado
quando, devido a presenca de uma das drogas, houver menor necessidade da outra
para se obter o efeito desejado. O modo de agao varia, dividindo-se em sinergismo

por adicdo e sinergismo por potenciacdo. No sinergismo por adicao, o efeito de uma



18

droga é somado ao efeito da outra. No sinergismo por potenciagéo, o efeito obtido
na associagdo é maior que o efeito de cada uma das drogas isoladamente, mas €&
diferente da somatéria dos efeitos isolados. Também ocorre potenciacdo quando as
drogas atuam de forma qualitativamente diferente, uma interferindo nas
caracteristicas farmacocinéticas da outra. Por outro lado, o antagonismo entre duas
drogas ocorre quando a intensidade do efeito de uma é reduzida pela presenca da
outra.

Nenhum efeito de antagonismo entre as duas drogas foi identificado na
pesquisa, assim como na maioria dos trabalhos pesquisados (FASS, ROTILIE e
PRIOR, 1974; OKUBADEJO e ALLEN, 1975; FASS,1977; BROOK et al., 1984;
PEARLMAN et al.,1990). Snyder, Wilkowske e Washington (1975) publicaram,
entretanto, um estudo que avaliou a atividade bactericida da combinacdo da
gentamicina com penicilina ou clindamicina em Streptococcus mutans, no tratamento
da endocardite bacteriana. Em seus resultados, eles relataram existir uma reacgéo de
antagonismo entre a clindamicina e a gentamicina, observada em oito instancias da
pesquisa, contraindicando esta associacdo de antimicrobianos no tratamento da
endocardite. Relatam que os efeitos antagbnicos da clindamicina e da gentamicina
ainda ndo haviam sido estudados em outras espécies de Streptococcus do grupo
Viridans.

Diversos trabalhos (FASS, ROTILIE e PRIOR, 1974; DUPERVAL et al.,1975;
SNYDER, WILKOWSKE e WASHINGTON, 1975; OKUBADEJO e ALLEN, 1975;
FASS, 1977; BROOK et al., 1984; PEARLMAN et al.,1990) identificaram sinergismo
por adicdo entre a clindamicina e a gentamicina. Duperval et al. (1975), estudaram
os efeitos da associacao entre a clindamicina e a gentamicina sobre outras espécies
de Streptococcus do grupo Viridans e evidencia uma reagdo de sinergismo por
adicao entre as duas medicacdes, determinando algumas das variaveis que podem
afetar os resultados dos testes de combinagéo antibiotica. Em dois espécimes
estudados, a reacédo foi de antagonismo, confirmando os resultados de Snyder,
Wilkowske e Washington (1975).

Os resultados do experimento de Duperval et al. (1975), sugerem uma
diferenca entre o padrdo de susceptibilidade dos Streptococcus mutans e outras
espécies de Streptococcus do grupo Viridans a associacdo entre clindamicina e
gentamicina. Os resultados encontrados ndo permitem concluir se houve ou nao

sinergismo por adicdo entre a clindamicina e a gentamicina. Porém, através deles,
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consegue-se descartar a possibilidade de um efeito de sinergismo por potenciacao
entre as mesmas.

Brook et al. (1984) relatam que as interacbes sinérgicas podem estar
diretamente relacionadas com o local de atuacdo dos antimicrobianos sobre as
células bacterianas. Tem sido postulado que as penicilinas, que inibem a sintese da
parede celular, aumentam a penetracdo dos aminoglicosideos, que sédo capazes de
interagir com os ribossomos bacterianos. Sabe-se que a gentamicina atua através
da sua ligacdo com a subunidade funcional do ribossomo 30S, inibindo a sintese de
proteinas. A clindamicina, por sua vez, se liga reversivelmente a subunidade
ribossbmica 50S e também interfere na expressao translacional de proteinas ao
nivel do mRNA. Pearlman et al. (1990) concluem que a identificagdo da sinergia e a
diminuicdo progressiva do numero de corpos de inclusdo observados podem ser
explicados pela reforcada alteracdo da sintese de proteinas, resultando em
receptores anormais de adesdo as células do hospedeiro, parede celular anormal
com aumento da permeabilidade, permitindo ao antibiético atingir niveis celulares
satisfatorios ou traducao alterada de outras proteinas que sdo necessarias para a
reproducdao celular.

As combinagdes entre antibioticos vém continuamente sendo estudadas, na
tentativa de descobrir terapias mais eficazes para o tratamento de infecgdes graves.
A terapia combinada pode fornecer cobertura de amplo espectro para infec¢des de
etiologia mista ou desconhecida e fornecer um maior efeito antibacteriano contra
patégenos especificos, o que ndo seria possivel utilizando-se apenas um Unico
medicamento. Fass, Rotilie e Prior (1974) atentam, no entanto, que a terapia
combinada ndo deve ser utilizada indiscriminadamente, pois os riscos de reagdes
adversas sao aumentados quando mdltiplas drogas sdo administradas e as
combinagdes podem, ainda, tornar-se ineficazes, devido ao surgimento de

espécimes mais resistentes.
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5 CONCLUSAO

Através dos resultados observados nesta pesquisa, pode-se concluir que néo
existe um efeito de sinergismo por potenciacao entre a gentamicina e a clindamicina
e que, de acordo com o espectro de acdo de cada droga, esta combinagcédo pode
favorecer o tratamento hospitalar das infec¢cdes odontogénicas graves. Entretanto,
pouco se tem estudado, in vitro, sobre os efeitos da associacdo destes dois
farmacos sobre as bactérias comumente encontradas neste tipo de infeccdo. E
necessario que haja mais pesquisas sobre o assunto, principalmente quando se
observa um efeito varidvel entre os micro-organismos e as duas drogas sob
determinadas concentracbes. O reconhecimento destas reacbes pode ter
implicacdes clinicas que merecem ser investigadas. Pode-se concluir, ainda, que a
terapia combinada, utilizando-se os dois antimicrobianos, deve ser reservada para o
tratamento dos casos mais graves, a fim de se evitar o surgimento de espécimes

resistentes a estas medicacdes e de se prevenir reacfes adversas.
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