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RESUMO 

 

Entre os agentes patogénicos normalmente presentes na periodontite em adultos estão as espécies 

Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia, sendo estas das mais frequentes. 

O tratamento da periodontite envolve o uso de antibioterapia usualmente utilizada como método 

de controlo da periodontite em adultos, sendo esta muitas vezes usada empiricamente. 

Normalmente não são feitos exames laboratoriais de modo a percecionar qual a antibioterapia 

mais indicada para cada paciente, sendo por isso habitual a escolha de um antibiótico de largo 

espectro, sendo o grupo dos β-lactâmicos a primeira opção. Esta estratégia tem levado ao 

aparecimento de cada vez mais resistências bacterianas. 

Para a escolha adequada da correta antibioterapia é fundamental a identificação das estirpes 

envolvidas no desenvolvimento desta patologia e dos seus genes de resistência. Deste modo, este 

estudo teve por objetivo a identificação de genes de resistência a antibióticos em estirpes 

bacterianas previamente isoladas e identificadas, de infeções periodontais de adultos portugueses. 

Foi realizada a identificação dos genes de resistência a antibióticos β-lactâmicos, TEM e cfxA por 

PCR. 

Os resultados mostraram que 32% do total de isolados apresentava um dos genes analisados. 

Destes, 2% correspondiam à presença do gene cfxA, tendo sido identificados como P. intermedia. 

Os restantes 30% eram estirpes que continham o gene TEM. A maioria das estirpes que continham 

o gene TEM foram identificadas como P. intermedia (20%) enquanto 8% pertencia a espécies de 

pigmentação negra não identificadas e 2% eram P. gingivalis. 

 

 

Palavras-chave: Porphyromonas sp; Prevotella sp; genes de resistência a β-lactâmicos; 

Periodontite 
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ABSTRACT 

 

Among the pathogenic agents usually present in periodontitis in adults are the species 

Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia, that are the most frequently found. 

The treatment of periodontitis involves the use of antibiotherapy usually used as a control method 

for periodontitis in adults, being frequently use empirically. Laboratory tests to identify the most 

adequate antibiotherapy to use in each patient are not performed usually, so the most usual choice 

is the use of a broad-spectrum antibiotic, knowing that the group of β- lactâmics is the first option. 

This strategy is leading to the appearance of more and more bacterial resistances to antibiotics. 

For the correct choice of the adequate antibiotherapy it is crucial the identification of the strains 

involved in the development of this pathology and their antibiotic resistance genes. In this way, 

this study had as goal the identification of antibiotic resistance genes in bacterial strains 

previously isolated and identified, from periodontal infections of Portuguese adults. The 

identification of the genes TEM and cfxA, conferring resistance to β-lactam antibiotics was 

performed by PCR. 

Results showed that 32% of isolates harboured one of the tested genes. From these, 2% 

corresponded to the presence of the cfxA gene, being identified as P. intermedia. The remaining 

30% were strains having the TEM gene. Most strains with the TEM gene were identified as P. 

intermedia (20%) while 8% belonging to black-pigmented strains not previously identified and 

2% were P. gingivalis. 

 

 

Keywords: Porphyromonas sp; Prevotella sp; β-lactamic resistance genes; Periodontitis 
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I. INTRODUÇÃO   

As infeções provocadas por bactérias multirresistentes são um problema de saúde pública mundial, 

em que o uso incorreto dos antibióticos é um contribuinte significativo (Patini et al., 2020). 

Aproximadamente 2 milhões de infeções por bactérias resistentes a antibióticos ocorrem 

anualmente nos Estados Unidos, resultando em 23,000 mortes. Além disso, essas infeções causam 

um risco aumentado de hospitalização e complicações (Watkins e Bonomo, 2016). Segundo a 

Organização Mundial de Saúde, estima-se que na Europa, em apenas um ano, ocorrem 25,000 

mortes com grandes despesas em saúde e perda de produtividade de aproximadamente 1.5 biliões 

de euros ao ano (La Fauci e Alessi, 2018).  

A resistência a antibióticos é um resultado evolutivo inevitável, resultante do desenvolvimento de 

mutações genéticas pelos microrganismos de modo a evitar a pressão seletiva letal. Enquanto 

forem usados antibióticos, as bactérias continuarão a desenvolver mecanismos de resistência. Mais 

de 70% das bactérias patogénicas são resistentes a pelo menos um antibiótico (Watkins e Bonomo, 

2016). 

As doenças periodontais destrutivas são infeções causadas por bactérias que colonizam a superfície 

do dente, margem gengival e ambiente subgengival (Popova et al., 2013). 

Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia são os agentes patogénicos mais comuns na 

periodontite em adultos. 

Os β-lactâmicos são a classe de antibióticos em que a aquisição bacteriana de resistência é mais 

comum, sendo a primeira opção terapêutica dos médicos dentistas. A resistência aos β-lactâmicos 

nos bacilos de Gram-negativo é adquirida principalmente através de plasmídeos que contêm genes 

codificantes de β-lactamases (Watkins e Bonomo, 2016). 

Relatos de diferentes países mostram uma prevalência crescente de pacientes com bactérias 

produtoras de β-lactamases orais e subgengivais. O uso de antibióticos (definido como dose 

diária/100,000 habitantes) foi significativamente maior nos países mediterrâneos do que no resto 

da Europa. No entanto, em Portugal não existem dados sobre a resistência a antibióticos da flora 

oral. Além disso, pouco se sabe sobre a variedade de bactérias produtoras de β-lactamases em 

isolados periodontais (Handal et al., 2005). 
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A determinação da suscetibilidade antimicrobiana in vitro pode ser relevante em determinadas 

situações, como por exemplo, para monitorizar padrões de suscetibilidade e resistência na 

população e para ajudar na seleção do antibiótico apropriado num determinado tratamento dentário 

(Jacinto et al., 2006). A introdução de técnicas baseadas em Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) resultou no desenvolvimento de testes que podem detetar agentes patogénicos e genes 

específicos direta e rapidamente a partir de amostras clínicas. De facto, o PCR convencional já se 

tornou uma ferramenta importante em laboratórios de diagnóstico clínico e pesquisa (Iwahara et 

al., 2006). 

O objetivo deste estudo foi a identificação de genes de resistência a antibióticos em estirpes 

bacterianas previamente isoladas de infeções periodontais de adultos portugueses. Estas estirpes 

foram previamente identificadas como P. intermedia e P. gingivalis. Os genes analisados foram o 

cfxA e o TEM que conferem resistência aos antibióticos β-lactâmicos. Estes são dos antibióticos 

mais frequentemente prescritos no tratamento da periodontite. 

 

1.1. Microbioma humano 

No corpo humano habitam mais de 1 trilião de microrganismos e dentro destes existe uma 

variedade diversificada de microrganismos comensais, que desempenham um papel crucial para a 

saúde do indivíduo. Esses microrganismos ocupam habitats diferentes: gastro-intestinal, mucosas, 

aparelho genital e aparelho respiratório superior (Rajpoot et al., 2018).  A sua função passa pela 

ajuda na nutrição, no controlo de patogénios e na modulação do sistema imunológico do 

organismo. Portanto, o microbioma humano é valioso relativamente à saúde e na prevenção do 

aparecimento de patologias humanas (Cong e Zhang, 2018).  

Não só os tipos e a abundância de microrganismos variam em diferentes zonas o corpo, como 

também podem diferir de indivíduo para indivíduo. O genoma dessa microbiota e seu ecossistema 

constituem a formação de um microbioma humano (Rajpoot et al., 2018). 

O microbioma humano contém um grupo colossal de microbiota como organismos procariontes 

(bactérias e archaea) , vírus e eucariontes (fungos), que têm relação direta com a saúde e 

determinadas doenças humanas (Cong e Zhang, 2018; Rajpoot et al., 2018). 

Vários estudos realizados sobre o microbioma humano revelam que a microbiota presente em 

indivíduos saudáveis e doentes é distinta. A alteração do microbioma é muitas vezes a razão 
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subjacente à sobre-expressão de genes que podem causar doenças complexas (Rajpoot et al., 

2018). 

 

1.1.1. Microbioma Oral 

O microbioma oral é constituído na sua maioria por bactérias, desempenhando um papel 

importante na saúde/estado fisiológico da cavidade oral e no aparecimento de patologias orais. As 

comunidades microbianas orais variam desde a infância até à idade adulta (Rajpoot et al., 2018). 

Muitos dos microrganismos encontrados na cavidade oral vivem numa relação simbiótica com o 

hospedeiro, ou seja, com benefícios mútuos (Rajpoot et al., 2018). 

A cavidade oral é composta por um ambiente particular no qual mais de 700 espécies bacterianas 

comensais ou residentes podem armazenar e trocar seu material genético (Dupin et al., 2015). 

A saúde oral é o resultado de um equilíbrio entre a flora residente e os sistemas de defesa do 

hospedeiro. Quando existe saúde oral, estes microrganismos não causam quaisquer problemas, 

mas, em determinadas circunstâncias, podem tornar-se prejudiciais. Quando este equilíbrio é 

perturbado, as bactérias comensais e transitórias serão responsáveis por várias infeções locais tais 

como, infeções cariogénicas e periodontais, resultantes da acumulação de biofilmes bacterianos 

nas superfícies dentárias (Rajpoot et al., 2018; Dupin et al., 2015). 

 

1.2. Doença periodontal 

A periodontite é uma das doenças orais mais comuns em adultos, representando um grande 

problema de saúde pública (Toy e Ulsu, 2019). A doença periodontal engloba diversas condições 

inflamatórias que afetam as estruturas de suporte dos dentes (gengiva, osso e ligamento 

periodontal), podendo, numa fase avançada, levar à perda de dentes e contribuir para a inflamação 

sistémica (Kinane et al., 2017). 

Segundo a American Academy of Periodontology (2015), esta doença é uma condição 

multifatorial, que requer a presença do biofilme (placa bacteriana) em níveis supra e subgengivais, 

dependendo a sua instalação e progressão da resposta imunológica do hospedeiro afetado 

(American Academy of Periodontology, 2015). Esta placa bacteriana, quando na superfície 
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supragengival do dente, pode levar ao aparecimento de gengivite que é uma forma mais ligeira da 

condição, caracterizada por inflamação gengival, hemorragia e alteração dos tecidos. 

A periodontite, considerada como uma infeção de alta complexidade que atinge tecidos mais 

profundos do periodonto, apresenta bolsas com mais de 4 mm de profundidade acompanhadas por 

destruição do osso alveolar. O desenvolvimento destas “bolsas” patológicas torna o local propício 

para o aparecimento e manutenção de colónias bacterianas anaeróbias e Gram-negativas 

(American Academy of Periodontology, 1999). 

Embora a existência de bactérias patogénicas seja necessária para o aparecimento da periodontite, 

a quantidade e qualidade destes agentes patogénicos não é sempre coerente com a severidade da 

doença ou mesmo suficiente para o seu aparecimento. Cada indivíduo pode ter uma reação 

individual e única resultante da suscetibilidade e predisposição do indivíduo para a doença (fatores 

genéticos, imunidade, patologias gerais) (Hart e Kornman, 1997; Walters e Lai, 2015; Toy e Uslu, 

2019). 

A resposta imuno-inflamatória é determinante para a suscetibilidade do hospedeiro à periodontite 

e é responsável pela maior parte da destruição tecidular. 

Durante a persistência da infeção bacteriana e desequilíbrio homeostático prolongado, ocorre 

libertação de citoquinas e enzimas pelos leucócitos do hospedeiro mediante a destruição do osso e 

tecido periodontal. Doenças sistémicas como a diabetes, disfunção imunitária e fatores ambientais 

como o tabaco também podem contribuir para o desregulação do balanço homeostático (Walters 

e Lai, 2015). 

O fator causal principal da doença periodontal é, ainda assim, a acumulação de placa bacteriana a 

nível supragengival que induz a inflamação gengival e subgengival consoante a sua progressão. O 

impacto na progressão em locais específicos ou de forma generalizada, varia entre os indivíduos 

de acordo com fatores de risco locais e sistémicos (suscetibilidade do hospedeiro e a sua resposta 

imunológica) (Kinane et al., 2017; Chapple et al. 2018). 

Portanto, o início e a propagação da doença periodontal ocorrem por meio de uma disbiose da 

microbiota oral comensal, que interage com as defesas imunológicas do hospedeiro, levando a 

inflamação e consequentemente à doença (Kinane et al., 2017). 
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Os fatores de risco locais ou predisponentes incluem a acumulação de placa num local específico 

pela ausência de remoção diária durante a higiene oral, e/ou a criação de um nicho biológico que 

facilita o aumento da acumulação de placa. 

Alguns dos fatores que promovem a retenção de biofilme são, por exemplo a anatomia dentária 

que pode dificultar a remoção mecânica da placa, a presença de margens subgengivais de 

restaurações, e a xerostomia que leva à redução da limpeza de superfícies dentárias e ao aumento 

da inflamação gengival. 

Os fatores de risco sistémicos ou modificáveis são as caraterísticas presentes num indivíduo, que 

influenciam negativamente a sua resposta imuno-inflamatória ao biofilme resultando numa 

inflamação exagerada. Entre estes fatores está o consumo de tabaco que influencia o sistema 

circulatório devido à vasoconstrição e fibrose provocada pelo cigarro. 

Este efeito pode esconder os sinais clínicos da gengivite. Outros fatores como metabólicos 

(hiperglicemia), nutricionais (deficiência severa de vitamina C), uso de determinados agentes 

farmacológicos que interferem com o fluxo salivar ou com o sistema endócrino, alterações 

hormonais ou condições hematológicas, podem afetar a resposta inflamatória à presença do 

biofilme (Chapple et al., 2018).  

 

1.2.1. Espécies bacterianas patogénicas   

Embora se trate de uma patologia com etiologia multifatorial, há evidência científica que o fator 

preponderante para o desenvolvimento de periodontite seja o aumento dos níveis de 

microrganismos específicos de Gram-negativo anaeróbios estritos, no biofilme da placa 

subgengival. Este fator é muito relevante na iniciação e progressão da doença (Cortelli e Cortelli, 

2003). 

Entre os principais microrganismos de Gram-negativo anaeróbios estritos com interesse 

significativo na periodontite, P. gingivalis e P. intermedia são duas espécies predominantes, como 

podemos ver na Tabela 1 (Andrés et al., 1998; Gatignol et al., 2003; Mysak et al., 2014). 

O grupo de anaeróbios Gram-negativos com pigmentação negra é muito heterogéneo, 

compreendendo tanto espécies sacarolíticas como assacarolíticas (Lacerda, 2010). A redução do 

oxigénio no biofilme favorece o crescimento de espécies anaeróbias. Por esta razão, as bactérias 
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patogénicas dominantes na placa bacteriana são anaeróbias e assacarolíticas (Popova et al., 2013). 

Porphyromonas incluindo P. gingivalis são espécies assacarolíticas e Prevotella são espécies 

sacarolíticas incluindo P. intermedia ( Lacerda, 2010; Popova et al., 2013). 

 

Tabela 1. Classificação de Socransky das bactérias subgengivais (adaptado de Popova et al., 2013). 

Espécies Bacterianas Complexo  

Actinomyces 

Veillonella 

Roxo São parte da flora comensal, mas podem provocar infeções 

oportunistas em caso de distúrbio do ecossistema. 

Capnocytophaga 

E.corrodens 

Verde 

 

Streptococcus Amarelo 

Campilobacter rectus 

Fusobacterium nucleatum 

Peptostreptoccus micros 

Prevotella intermedia 

Laranja Periodontopatogénios suspeitos e aproximadamente 

associados ao complexo vermelho (Walters e Lai, 2015) 

 

Tannerella forsythia 

P.gingivalis 

Treponema denticola 

Vermelho Fortemente associados com a iniciação e progressão da 

periodontite e periodontite crónica (Walters e Lai, 2015) 

A.actinomycetemcomitans 

Selenomonas 

Sem grupo Fortemente associado à periodontite agressiva e em menor 

grau com a periodontite crónica (Walters e Lai 2015) 

Periodontopatogénios suspeitos 

 

Estudos microbianos sugerem que P. gingivalis deveria ser considerado o agente etiológico 

principal da periodontite. Esta espécie está fortemente associada com a patogénese da periodontite 

crónica (Dosseva-Panova et al., 2014; Walters e Lai, 2015). 

Estudos demonstram que o aparecimento da periodontite severa está menos relacionado, 

simplesmente, com a acumulação de placa bacteriana e má higienização, mas sim à presença de 

microrganismos específicos. Nos casos severos, os fatores determinantes são o predomínio dos 

microrganismos: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Bacteroides forsythus, 

P. intermédia, Treponema denticola, Campylobacter rectus, Fusobacterium nucleatum (Cortelli e 

Cortelli, 2003). Estes patogénios possuem fatores de virulência que podem ultrapassar a resposta 

do hospedeiro e danificar os tecidos periodontais. (Popova et al, 2013; Walters e Lai, 2015). A 

virulência de Aggregatibacter actinomycetemcomitans incluí a capacidade de invasão nos tecidos 

e a presença de leucotoxinas, proteases, colagenases, endotoxinas, fatores que induzem a 

reabsorção óssea e fatores inibidores de fibroblastos. Porphyromonas gingivalis apresenta uma 
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cápsula protetora contra fagócitos e produz proteases, colagenases, hemolisinas, endotoxinas, 

ácidos gordos, 𝐻2𝑆 e 𝑁𝐻4. Prevotella intermedia, Tannerella forsythia e Fusobacterium 

nucleatum têm ação proteolítica, destruindo imunoglobinas ou o sistema complemento. 

Treponema denticola apresenta mobilidade e tem ação proteolítica assim como Campylobacter 

rectus. No entanto, esta última também produz leucotoxinas (Popova et al., 2013). 

P. intermedia é um marcador significativo da doença periodontal destrutiva em adultos e uma das 

espécies mais frequentemente isoladas de pacientes encaminhados para tratamento de periodontite 

(Gatignol et al., 2003). 

As estirpes P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e P. intermedia são capazes de invadir o 

epitélio das bolsas periodontais, o que dificulta a resposta do hospedeiro à sua eliminação, fazendo 

com que o tratamento periodontal convencional (polimento e raspagem radicular) não seja 

suficiente para o sucesso da sua eliminação. 

As infeções persistentes por estas espécies bacterianas são frequentemente associadas com a 

periodontite crónica progressiva (Walters e Lai 2015). 

 

1.2.2. Tratamento 

O principal objetivo da terapia periodontal é a prevenção da progressão da doença, de modo a 

reduzir o risco da perda dentária, diminuir os sintomas, mantendo conforto e função, diminuir a 

perceção da doença, possivelmente restabelecer a perda do tecido periodontal, manter um 

periodonto saudável devido à eliminação patológica do biofilme e à resolução do problema da 

inflamação (Walters e Lai., 2015; Graziani et al., 2017). Quanto às intervenções terapêuticas, em 

primeiro lugar é realizado um tratamento não cirúrgico que inclui esclarecimento do paciente 

quanto a mudanças de comportamento ou estilo de vida, como: instruções de higiene oral e 

motivação do paciente, programa de cessação tabágica, ajuste da dieta, destartarização e 

polimento, e instrumentação subgengival (raspagem e alisamento radicular) de modo a remover a 

placa (Keestra et al., 2014; Graziani et al., 2018;). 

O tratamento mecânico, por meio de raspagem e alisamento radicular, consiste na remoção 

terapêutica do biofilme microbiano de modo a que a inflamação desapareça (Kinane et al., 2017; 

Teixeira, 2016). A sua finalidade é proporcionar condições de promoção da reparação dos tecidos, 

estabilizar a infeção e recuperar a condição de saúde (Teixeira, 2016). 



Prevalência de genes de resistência a antibióticos em infeções periodontais: β-lactâmicos 

8 

O desbridamento mecânico é essencial no tratamento da periodontite e é o tratamento de primeira 

linha, mas em algumas situações clínicas refratárias o tratamento com antibióticos pode ser 

necessário. Nestes casos, as aminopenicilinas são frequentemente prescritas (Gatignol et al., 

2003). 

Frequentemente, mesmo após o tratamento não cirúrgico, muitas bolsas periodontais, definidas 

como “residuais”, permanecem, o que pode comprometer a sobrevivência do dente e ser um fator 

de risco para a progressão da doença (Graziani et al., 2018). 

O uso sistémico de antibióticos como adjuvante, imediatamente após o término do tratamento 

mecânico, pode aumentar o ganho de inserção clínica e a redução da profundidade de sondagem 

fornecida pelo tratamento periodontal não cirúrgico (Walters e Lai, 2015). 

Praticamente todos os tipos de tratamento periodontal mecânico beneficiam da terapia química 

antimicrobiana adjuvante (Graziani et al., 2018). 

A antibioterapia é usada para limpar infeções isoladas que não responderam a outros tratamentos 

não-cirúrgicos, sendo usualmente prescritos antibióticos de largo espectro (Herrera et al., 2008; 

Walters e Lai, 2015). A prescrição de antibióticos também ajuda a eliminar microrganismos 

presentes em locais inacessíveis aos instrumentos manuais como bolsas profundas, lesões de furca, 

túbulos dentinários e outros locais subgengivais (Abagaro et al., 2004; Walter e Lai 2015; Teixeira, 

2016;). 

A maioria da literatura indica o tratamento com amoxicilina e metronidazol concomitante, 

ciprofloxacina e metronidazol concomitante, apenas metronidazol ou azitromicina, sendo a 

azitromicina geralmente menos eficaz, mas mais conveniente em termos de adesão e efeitos 

adversos (Graziani et al., 2017). 

As bactérias presentes no biofilme são consideravelmente mais difíceis de inibir com antibióticos 

do que bactérias dispersas (planctónicas), uma vez que a difusão dos antibióticos nos biofilmes 

pode estar comprometida ou pode haver menor taxa de crescimento bacteriano secundária pela 

privação de nutrientes no biofilme. No entanto, pode haver outros fatores contribuintes como a 

associação próxima das bactérias presentes nos biofilmes facilitar a transferência horizontal da 

informação genética que confere resistência aos antibióticos (Walters e Lai, 2015). 
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Desta forma, os antibióticos devem ser usados no tratamento da periodontite apenas em pacientes 

que já têm o biofilme subgengival interrompido pela raspagem e alisamento radicular (Walters e 

Lai, 2015). 

Atualmente dispomos de um grande arsenal de fármacos de uso local ou sistémico, que podem ser 

usados de forma adjunta no tratamento de patologias periodontais, com a finalidade de eliminar 

microrganismos virulentos e nocivos para os tecidos que circundam o dente (Meira et al., 2007; 

Jepsen e Jepsen, 2016). 

A amoxicilina, o metronidazol, azitromicina, tetraciclina e doxiciclina são capazes de atingir níveis 

que podem inibir eficientemente os patogénios periodontais quando estes crescem como células 

individuais (planctónicas) numa bolsa periodontal ou numa parede tecidular de uma bolsa (Walters 

e Lai, 2015). 

Os compostos de azitromicina e tetraciclina são ativamente absorvidos e concentrados nas células 

epiteliais orais enquanto a amoxicilina e o metronidazol entram nas células através de difusão 

passiva (Walters e Lai, 2015). 

A amoxicilina e o metronidazol apresentam um efeito bactericida, a azitromicina tem ação 

bactericida ou bacteriostática, a tetraciclina e a doxiciclina têm efeito bacteriostático (Walters e 

Lai, 2015). 

Os β-lactâmicos (especialmente a amoxicilina) são usados como tratamento de primeira linha 

contra infeções da cavidade oral, devido ao seu largo espectro antimicrobiano, atividade 

bactericida, baixa incidência de efeitos adversos e custo-efetividade (Iwahara et al., 2006; Dupin 

et al., 2015;). 

A amoxicilina é um antibiótico β-lactâmico pertencente à classe das penicilinas, possuindo um 

amplo espectro de ação bactericida de rápida ação e alta eficácia contra bactérias de Gram-

positivas aeróbias e anaeróbias de Gram-negativas. É bem absorvida por via oral, é o antibiótico 

de maior utilização em prescrições odontológicas (Feres et al., 2014; Dupin et al., 2015; Valente, 

2015) .Este antibiótico pode ser usado em associação com o ácido clavulânico ou metronidazol 

tornando-se eficaz contra a ação de bactérias resistentes a antibióticos β-lactâmicos e aumentando 

o poder de ação da droga. (Feres et al., 2014; Dupin et al., 2015; Valente, 2015). O ácido 

clavulânico é um inibidor das β-lactamases, tendo a particularidade de se ligar quimicamente a 

estas inibindo irreversivelmente a sua ação hidrolítica. Esta associação permite que a amoxicilina 
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recupere a sua atividade antibacteriana perante estirpes produtoras de determinadas β-lactamases 

plasmídicas (Sousa, 2016; Charoo et al., 2018). 

Nos últimos anos, a antibioterapia mais amplamente documentada nos relatórios clínicos tem sido 

a combinação de metronidazol e amoxicilina (Kaner et al., 2007; Jepsen e Jepsen, 2016). Esta 

combinação é uma escolha racional para o tratamento adjuvante de pacientes que não são alérgicos 

aos β-lactâmicos. Esta combinação de dois agentes bactericidas tem potencial aumentado na 

inibição de estirpes bacterianas de largo espectro comparativamente a agentes individuais. Mais 

ainda, esta associação confere menor probabilidade de indução de resistências bacterianas aos 

antibióticos (Walters e Lai 2015). 

O metronidazol tem um espectro de ação específico contra bactérias anaeróbias e tem efeito 

bactericida por interferir com a síntese do DNA da bactéria, causando morte celular. A amoxicilina 

é uma penicilina semissintética que inibe a síntese da parede celular bacteriana, provocando perda 

de sua integridade e levando a morte celular. 

No caso de pacientes alérgicos à amoxicilina, o uso de apenas metronidazol ou azitromicina é uma 

boa escolha (Walters e Lai, 2015). 

 

1.2.3. Mecanismos de resistência a β-lactâmicos 

Esta classe de antibióticos é uma das mais frequentemente prescritas com intuito médico e 

dentário. No entanto, devido ao crescente desenvolvimento de resistências bacterianas, existe uma 

constante preocupação em relação à sua eficácia. 

Estudos na literatura da área dentária têm abordado o assunto da suscetibilidade do patogénio aos 

antibióticos β-lactâmicos e se certas espécies bacterianas, por exemplo, membros da microbiota 

oral como Prevotella sp., podem contribuir para o estabelecimento e disseminação da resistência 

bacteriana em ambiente subgengival (Koukos et al., 2016). 

Atualmente conhecem-se quatro mecanismos de resistência bacteriana aos antibióticos β-

lactâmicos que podem ocorrer individualmente ou em associação que são: a impermeabilização da 

membrana externa; a modificação dos PBPs naturais ou aquisição de novos PBPs; hidrólise do 

anel β-lactâmico mediada por β-lactamases; e expressão de bombas de efluxo (Sousa, 2016). 
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A produção de β-lactamases constitui o principal mecanismo de resistência das bactérias de Gram 

negativo aos antibióticos β-lactâmicos. As β-lactamases ao hidrolisar a ligação amida do anel β-

lactâmico, inativam os antibióticos (Sousa, 2016). 

Vários estudos abordaram a identificação de géneros e espécies de bactérias na cavidade oral que 

são fontes de β-lactamases, um dos maiores mecanismos de resistência a antibióticos β-lactâmicos 

(Koukos et al., 2016). A alta prevalência de estirpes produtoras de β-lactamases foi demonstrada 

em Prevotella sp. (Gatignol et al., 2003). Tem sido descrito que a combinação do biofilme e da 

presença de β-lactamases fazem com que as bactérias presentes no biofilme sejam menos 

suscetíveis a agentes antimicrobianos do que os seus homólogos planctónicos (Gatignol et al., 

2003).   

A resistência bacteriana a antibióticos β-lactâmicos tem sido atribuída a genes de resistência, 

presentes no DNA cromossomal ou num plasmídeo que pode ser transferido entre bactérias 

comensais e patogénicas (Handal et al., 2005). Alguns destes genes são constitutivos, enquanto 

outros requerem indução (Maestre et al., 2007). 

As β-lactamases produzidas por bacilos Gram-negativos orais pertencem à classe A de Ambler 

(codificadas pelos genes CepA, CblA, cfxA, CSP-1 e TEM), classe B (gene cfiA) ou classe D (gene 

FUS-1) (Watkins e Bonomo, 2016). TEM é o gene principal que confere resistência aos β-

lactâmicos e, através de mutações, leva ao aparecimento de β-lactamases de espectro abrangente 

(Koukos et al., 2016). As β-lactamases codificadas em plasmídeos estão presentes em muitas 

bactérias Gram-negativas, sendo a mais comum a enzima do tipo TEM originalmente isolada de 

Escherichia coli resistente à ampicilina. 

Para além do gene TEM, estudos têm mostrado a existência de uma elevada prevalência de genes 

cfxA responsáveis pela produção de β-lactamases em Prevotella (Binta e Patel, 2016). 

A resistência a antibióticos revela-se cada vez mais um problema sério e atual na prática médica e 

dentária. Os dados revelados na literatura indicam que a resistência a antibióticos na microbiota 

periodontal tem vindo a aumentar. 

Isto deve-se ao uso intensivo e inadequado dos antibióticos β-lactâmicos na medicina e na 

medicina dentária. Esta conduta favorece a seleção de bactérias que adquirem resistência a outros 

antibióticos e faz com que os genes de resistência a antibióticos se espalhem gradualmente entre 
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outras espécies bacterianas patogénicas através da transferência horizontal de genes em 

populações bacterianas residentes ou transitórias (Andrade, 2013; Frieri e Boutin, 2017). 

Por essa razão, as resistências aos antibióticos têm sido objeto de extensas investigações 

microbiológicas, bioquímicas e genéticas (Fosse et al., 1999).  

  

II. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Amostragem 

A amostragem e identificação das espécies bacterianas foram realizadas em estudos prévios (Pina 

et al., 2011). 

A amostragem foi baseada em 50 pacientes tratados na clínica dentária da Faculdade de Ciências 

da Saúde, Universidade Fernando Pessoa, Porto, Portugal. Pacientes adultos entre 35 e 75 anos, 

diagnosticados com periodontite (marginal refratária) e que não receberam terapia antimicrobiana 

nos prévios 30 dias foram incluídos no estudo. A amostragem foi realizada com técnicas cirúrgicas 

assépticas. As amostras foram coletadas de acordo com Herrera et al. (2000) usando quatro pontos 

de papel estéreis sequenciais inseridos no sulco subgengival após a limpeza da placa supragengival 

e mantida no lugar por 60 s. Um fluído de transporte pré-reduzido esterilizado (RTF) foi usado 

para transportar amostras para o laboratório onde elas foram imediatamente processadas. O 

isolamento de bactérias pigmentadas negras foi realizado utilizando procedimentos de cultura: as 

amostras foram agitadas em vortex durante 60 s e diluídas em solução de PBS usando uma diluição 

de 10 vezes em série para 10-3. Um volume de 100 µL de cada diluição foi espalhado em meio 

seletivo com 5% sangue de cavalo enriquecido com hemina (5mg/L) e vitamina K (1mg/L). 

A incubação foi realizada a 37ºC durante 14 dias, em atmosfera anaeróbica por Macs Mics 

(Whitley Jar Gassing System). A caracterização preliminar das espécies microbianas foi baseada 

na pigmentação e morfologia das colónias, coloração de Gram e produção de catalase.  

A identificação bacteriana foi realizada utilizando o sistema API Rapid ID 32 A (bioMérieux) e 

confirmada por análise PCR (Pina et al., 2011). 
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2.2. Análise por PCR para identificação de genes de resistência (TEM e cfxA) 

O DNA foi extraído de acordo com Ashimoto et al. (1996). 

Para identificação dos genes de resistência a antibióticos β-lactâmicos, o DNA (5 µL) foi 

amplificado numa mistura de reação contendo 10 µL de tampão PCR 5x, 4 µL de MgCl2 25mM, 

2 µL de mistura de dNTP 10 mM, 5 µL de cada primer 10 µM e 0,25 µL de Taq DNA polimerase 

num volume total de 50 µL (Koukos et al., 2015).  

Os primers usados para a amplificação do gene TEM foram 5’-AGATCAGTTGGGTGCACGAG-

3’ e 5’-CAGTGCTGCAATGATACCGC-3’ (Koukos et al., 2015). O PCR foi realizado de acordo 

com Koukos et al. (2015) como indicado: 5 minutos a 94ºC; 35 ciclos de 1 minuto a 94ºC, 1 minuto 

a 62ºC e 1 minuto a 72ºC; extensão final de 10 minutos a 72º. 

Os primers utilizados para a identificação do gene cfxA foram 5’-GCAAGTGCAGTTTAAGATT-

3’ e 5’-GCTTTAGTTTGCATTTTCATC-3’ (Handal et al., 2005). O PCR foi realizado de acordo 

com Handal et al. (2005) como indicado: 5 minutos a 94ºC; 25 ciclos 1 minuto a 94ºC, 1 minuto 

a 58ºC e 30 segundos a 72ºC; extensão final de 10 minutos a 72ºC.  

Os produtos PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. 

 

III. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As estirpes bacterianas negras pigmentadas isoladas foram identificadas por técnicas 

convencionais e moleculares num estudo anterior (Pina et al., 2011). Neste trabalho foi estudada 

a presença de genes de resistência a antibióticos β-lactâmicos (Gráfico 1). As estirpes previamente 

isoladas foram identificadas como P. intermedia que representavam 44% do total de isolados e P. 

gingivalis que representavam 20% do total de isolados. Os restantes 36% correspondiam a outras 

espécies de pigmentação negra não identificadas (Gráfico 1) (Pina et al., 2011). 

A análise de genes de resistência a antibióticos β-lactâmicos (cfxA e TEM) mostrou que 32% do 

total de isolados continham um dos genes analisados. Destes, 2% correspondiam à presença do 

gene cfxA, tendo sido identificados como P. intermedia. Os restantes 30% eram estirpes que 

continham o gene TEM. A maioria das estirpes que continham o gene TEM tinham sido 

identificadas como P. intermedia (20%) enquanto 8% pertenciam a espécies de pigmentação negra 

não identificadas e 2% correspondiam a P. gingivalis (Gráfico 1). 
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Gráfico 1. Resultados obtidos na identificação de estirpes isoladas usando API e PCR (Pina et al., 

2011) e na identificação de genes de resistência a β-lactâmicos. 

 

*(Pina et al., 2011) 

 

Os genes de resistência identificados neste estudo estão de acordo com a maioria dos estudos 

publicados que refere um elevado nível de resistência a β-lactâmicos na P. intermedia (Dubreuil 

et al., 2003; Maestre et al., 2007), ou baixas prevalências de resistências (Fosse et al., 1999; Mättö 

et al., 1999). No entanto, outros estudos também observaram resistência a antibióticos β-

lactâmicos em Porphyromonas sp. (Montagner et al., 2014; Binta e Patel, 2016), que não foi 

detetada neste estudo. Em concordância com este trabalho, estudos indicam alta prevalência do 

gene TEM (48-71%) em amostras de periodontite (Ioannidis et al., 2009; Koukos et al., 2016). 

Tem sido relatado que a presença dos genes cfxA e cfxA2 ocorre em 100% das estirpes β-lactamase 

positivas de Prevotella de pacientes americanos e noruegueses com doença periodontal (Ashimoto 

et al., 1996). Investigadores franceses também demonstraram 100% de prevalência de genes de 

resistência em estirpes de Prevotella β-lactamase positivas (Iwahara et al., 2006). 

A resistência a antibióticos β-lactâmicos tem sido associada a resistência a tetraciclinas (genes Tet) 

e a eritromicina (gene erm) (Falagas e Siakavellas, 2000). Um estudo com anaeróbios orais de 

pacientes com periodontite identificou uma prevalência elevada do gene cfxA em estirpes de 

Prevotella resistentes a aminopenicilina na placa subgengival (Handal et al., 2005). 

O trabalho apresentado neste estudo, foi complementado com análise de outros genes de 

resistência a tetraciclinas (TetQ e TetM), eritromicina (ermB e mefA) e metronidazol (nim), o qual 

foi tema da tese de mestrado de um outro aluno. Da mesma forma, foi observado neste trabalho 
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que estirpes com genes de resistência a tetraciclinas (TetQ ou TetM) também continham o gene 

TEM.  Além disso, o gene ermB foi detetado em estirpes que também continham os genes TEM e 

TetM. Estes resultados podem indicar uma transferência combinada de genes resistentes a 

antibióticos. 

 

IV. CONCLUSÃO  

É possível observar neste estudo uma elevada resistência aos antibióticos β-lactâmicos em infeções 

periodontais. Dos genes que codificam as β-lactamases, o gene TEM foi o mais prevalente e 

correspondia na sua maioria a estirpes de P. intermedia (20%). Apenas uma estirpe de P. gingivalis 

apresentava um dos genes de resistência analisados (TEM). P. intermedia em conjunto com P. 

gingivalis são espécies de pigmentação negra frequentemente isoladas de infeções periodontais, 

sendo a P. intermedia o isolado anaeróbio mais prevalente. 

A presença de genes de resistência a β-lactâmicos nestas estirpes está provavelmente relacionada 

com o facto destes antibióticos serem o tratamento de primeira linha quando se pretende controlar 

infeções periodontais com resistência ao tratamento não-cirúrgico. Foi observado também que as 

espécies bacterianas orais também contêm outros genes de resistência, como a tetraciclina e 

eritromicina devido, hipoteticamente, a mecanismos de transferência de material genético.  

A prescrição empírica de antibióticos como terapia estratégica para a periodontite, deve ser 

evitada, de forma a travar o corrente aumento da prevalência da resistência antibiótica entre 

estirpes bacterianas isoladas de infeções periodontais. É importante salientar que o conhecimento 

da prevalência de genes de resistência a antibióticos poderá ter impacto nas prescrições clínicas e 

aumentar a consciência para o uso apropriado dos antibióticos. 

Limitações do estudo  

As divergências nas frequências bacterianas observadas neste estudo e noutras pesquisas podem 

ser explicadas pelas diferenças geográficas e divergências nas amostras (Fosse et al., 1999; 

Dubreuil et al., 2003), assim como pela dimensão da amostragem.  

Pesquisas futuras 

Estes resultados devem ser confirmados com uma maior coleção de amostras isoladas de infeções 

periodontais e com a pesquisa de mais genes de resistência.  
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