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RESUMO 

 

ESPÍNDOLA, Laís Christina Pontes. Prevalência, susceptibilidade antimicrobiana e 

virulência de bacilos Gram-negativos e enterococos isolados do biofilme subgengival 

associado à doença periodontal. Rio de Janeiro, 2020. Tese (Doutorado em Odontologia 

– Periodontia). Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio 

de Janeiro, 2020.  

 

Objetivos: A cavidade oral pode atuar como reservatório de vários patógenos de 

importância clínica, incluindo bacilos Gram-negativos (BGN) e Enterococcus spp. Essas 

espécies podem ainda aumentar em uma condição disbiótica, como ocorre nas doenças 

periodontais. Assim, este estudo teve como objetivo determinar a prevalência, 

susceptibilidade antimicrobiana e presença de fatores de virulência de BGN e enterococos 

isolados do biofilme subgengival de indivíduos com diferentes condições periodontais, 

correlacionando esses achados com parâmetros clínicos e composição da microbiota 

subgengival. Métodos: Na análise dos BGN, amostras de biofilme subgengival foram 

obtidas de indivíduos com Saúde Periodontal (SP, n=81), Gengivite (G, n=74) e 

Periodontite (P, n=207); para Enterococcus spp., amostras foram coletadas de 139 

indivíduos com SP, 103 com G e 305 com P. As amostras foram cultivadas em meio 

seletivo e as colônias isoladas e identificadas por MALDI-ToF. A susceptibilidade 

antimicrobiana foi determinada por disco-difusão (CLSI); já os genes de virulência de 

enterococos e genes codificadores de ESBL e carbapenemases em BGN foram 

pesquisados por PCR. A produção de ESBL e carbapenemases por BGN foi avaliada pelo 

teste de sinergia de disco duplo e hidrólise de imipenem por espectrofotometria, 

respectivamente. A microbiota subgengival desses indivíduos foi determinada pelo 

Checkerboard. Diferenças entre os grupos foram avaliadas pelos testes de Kruskal-

Wallis, Mann-Whitney e Qui-quadrado. Resultados: BGN foram isolados em 36.2% das 

amostras, com maior prevalência (p<0,001) em pacientes com P (46.4%) em comparação 

com SP (22.2%) e G (22.9%). Pseudomonas aeruginosa (27.5%), Enterobacter cloacae 

(16.8%) e Enterobacter asburiae (10.7%) foram as espécies mais predominantes. 

Resistência/sensibilidade reduzida a ≥ 1 antimicrobiano foi encontrada em 60% dos BGN, 

mas apenas 4.6% eram multirresistentes. Altas taxas de resistência (>40%) foram 

observadas na família Enterobacteriacea para cefoxitina, cefalotina, amoxicilina-
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clavulanato e cefazolina. Uma única cepa de K. pneumoniae apresentou 

resistência/sensibilidade reduzida ao imipenem, embora o fenótipo ESBL e a detecção 

dos genes codificadores de beta-lactamases foram negativos. Enterococcus spp. foram 

isolados em 7.4% de todas as amostras, 53.7% eram E. faecalis. Essas espécies foram 

mais predominantes na P (9.8%) e G (7.8%) do que na SP (2.2%, p< 0,05); entretanto não 

houve correlação com os níveis de gravidade da P. Altas taxas de 

resistência/susceptibilidade reduzida foram observadas para ciprofloxacina, eritromicina 

e rifampicina. Os fatores de virulência mais predominantes incluíram ace, asa e esp, todos 

relacionados à formação de biofilme e colonização. F. nucleatum foi mais prevalente na 

microbiota de indivíduos enterococos +. Por outro lado, Dialister pneumosintes foi pouco 

detectado em indivíduos portadores de enterococos bopD+. Estreptococos orais foram 

prevalentes (>70%) na microbiota de pacientes que apresentavam enterococos suceptíveis 

à doxiciclina (p<0,05), frequentemente bopD- e esp- (p<0,01). Conclusão: Uma 

prevalência elevada de BGN da família Enterobacteriacea com resistência a 

cefalosporinas e penicilina é observada na microbiota subgengival de indivíduos com P. 

Enterococcus spp., principalmente E. faecalis são pouco frequentes na microbiota 

subgengival associada à SP, porém aumentam significativamente nas doenças 

periodontais. Os mesmos apresentam diversos genes de virulência compatíveis com 

destruição tecidual, bem como resistência a antimicrobianos de uso na clínica periodontal, 

o que pode limitar uma resposta terapêutica favorável.  

 

Palavras-chave: Doença periodontal; Microbiota subgengival; Bacilos Gram-negativos; 

Enterococcus spp.; Resistência antimicrobiana; Fatores de virulência. 
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ABSTRACT 

 

ESPÍNDOLA, Laís Christina Pontes. Prevalência, susceptibilidade antimicrobiana e 

virulência de bacilos Gram-negativos e enterococos isolados do biofilme subgengival 

associado à doença periodontal. Rio de Janeiro, 2020. Tese (Doutorado em Odontologia 

– Periodontia). Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio 

de Janeiro, 2020.  

 

Background/Aim: The oral cavity can act as a reservoir for several pathogens of clinic 

importance, including Gram-negative bacilli (GNB) and Enterococcus spp. These species 

may increase even more in a dysbiotic condition as seen in periodontal diseases. Thus, 

this study aimed to determine the prevalence, antimicrobial susceptibility and virulence 

factors of GNB and enterococci isolated from subgingival biofilm of individuals with 

different periodontal conditions, correlating these findings with clinical parameters and 

the composition of the subgingival microbiot. Methods: For GNB analysis, subgingival 

biofilm was obtained from individuals with periodontal health (PH, n=81), gingivitis (G, 

n=74) and periodontitis (P, n=207), whereas for enterococci isolation samples were taken 

from 139 patients with PH, 103 with G, and 305 with P. Samples were cultivated in 

selective media and isolated colonies were identified by MALDI-ToF. Antimicrobial 

susceptibility was determined by CLSI disk diffusion, whereas virulence genes by PCR. 

Production of ESBL and carbapenemases were evaluated by double disk synergy test and 

spectrophotometric detection of imipenem hydrolysis, respectively, and ESBL and 

carbapenemase encoding genes were surveyed by PCR. The subgingival microbiota was 

determined by checkerboard.  Differences among groups were examined by Chi-square, 

Kruskal-Wallis or Mann-Whitney tests. Results: GNB were isolated from 36.2% of all 

samples, with a significantly greater prevalence (p<0.001) in P patients (46.4%) 

compared to PH (22.2%) and G (22.9%). Pseudomonas aeruginosa (27.5%), 

Enterobacter cloacae (16.8%) and Enterobacter asburiae (10.7%) were the most 

predominant species. Resistance/reduced sensitivity to ≥ 1 antimicrobial was found in 

60% of GNB, but only 4.6% were multidrug resistant. High resistance rates (>40%) were 

seen in the Enterobacteriaceae family for cefoxitin, cephalotin, amoxicillin-clavulanate, 

and cefazolin. One strain of K. pneumoniae showed resistance/reduced sensitivity to 

imipenem, although the ESBL-phenotype and PCR targeting beta-lactamase encoding 
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genes were negative. Enterococcus spp. were isolated from 7.4% of all samples; 53.7% 

were E. faecalis. Enterococci were more predominant in P (9.8%) and G (7.8%) samples 

than PH (2.2%; p<0.05), however there were no associations with distinct levels of 

disease severity. High rates of low susceptibility/resistance were seen for ciprofloxacin, 

erythromycin and rifampicin. Predominant virulence factors included ace, asa and esp, 

all related to colonization and biofilm formation. F. nucleatum was prevalent in the 

microbiota of enterococci+ individuals. In contrast, lower frequency of Dialister 

pneumosintes was found in patients carrying bopD+ enterococci. Oral streptococci were 

prevalent (>70%) in the microbiota of patients carrying enterococci susceptible to 

doxycycline (p<0.05), which were also frequently bopD- and esp- (p<0.01). Conclusion: 

A high prevalence of GNB of the Enterobacteriacea family, resistant to cephalosporins 

and penicillins is observed in the subgingival microbiota of patients with P, Enterococcus 

spp., mainly E.faecalis are not commonly detected in the healthy-related subgingival 

microbiota, however their frequency increases significantly in patients with periodontal 

diseases. These species carry several genes related to tissue destruction, as well as 

resistance to antimicrobials routinely used in the periodontal clinic, which may hinder a 

successful therapeutic response. 

 

Keywords: Periodontal disease; Subgingival microbiota; Gram-negative bacilli; 

Enterococcus spp.; Antimicrobials resistance; Virulence factors. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doença Periodontal –Definição: 

 

A doença periodontal (DP) é definida como uma infecção de natureza polimicrobiana 

multifatorial, que resulta em um processo inflamatório crônico o qual afeta os tecidos de 

proteção e sustentação dos dentes de indivíduos susceptíveis, o que pode resultar na perda do 

elemento dentário (Page et al., 1997). A mesma tem início quando o equilíbrio entre a 

microbiota e o hospedeiro é quebrado e atualmente, novos modelos de etiopatogênese tem sido 

propostos. No modelo conhecido como Sinergismo e Disbiose Polimicrobiana ou 

Polymicrobial Synergy and Dysbiosis (PSD), após o estabelecimento de uma microbiota 

clímax, o crescimento desordenado de algumas bactérias patogênicas, conhecidas como 

patobiontes, pode provocar um desequilíbrio no microambiente periodontal devido à produção 

de fatores de virulência que induzem inflamação e destruição dos tecidos periodontais. Com 

um novo ambiente patogênico e uma susceptibilidade do hospedeiro causada por uma alteração 

da resposta imunológica do hospedeiro, a disbiose se estabelece (Page et al.,1997; Kim et al., 

2007, Hajishengallis & Lamont, 2012; Laine et al., 2012; Teles et al., 2013; Lamont & 

Hajishengallis, 2015; Kinane et al., 2017). O fumo, por exemplo, é categorizado como o mais 

importante fator de risco para o desenvolvimento e progressão da DP (Akl et al., 2007).  

A DP é uma das doenças inflamatórias crônicas humanas mais frequentes na população 

mundial e estima-se que entre 30-50% dos adultos com 30 anos ou mais de idade sejam 

acometidos por esta doença. (Albandar, 2002; Baelum & Scheutz, 2002; Sheiham & Netuveli, 

2002; Dye, 2012). A mesma corresponde à segunda maior causa de perda dentária no mundo 

(Petersen & Ogawa, 2005), assim como no Brasil, sendo a mais prevalente depois da cárie 

dentária (MS, 2011) e corresponde a segunda doença bucal de maior prevalência em humanos, 

já que 70% da população mundial apresenta um ou mais danos nos tecidos periodontais que 

incluem: gengiva, ligamento periodontal e osso alveolar (Oppermann et al., 2015).  

Clinicamente, as DPs podem ser agrupadas em duas entidades distintas, as gengivites e 

periodontites conforme estabelecido pela nova classificação de doença periodontal proposta no 

2017 World Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-implant Diseases and 

Conditions (Caton et al., 2018). A gengivite caracteriza-se como uma inflamação superficial 

da gengiva, reversível, na qual o epitélio encontra-se íntegro, sem haver perda de inserção, 

apesar das alterações patológicas, com sinais clínicos de sangramento e edema (Figura 1). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6438044/#B33
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Sendo uma condição reversível e sem maiores consequências para o hospedeiro quando um 

adequado controle do biofilme dental é instituído (Newman et al., 1994; Kinane et al., 2017). 

Já a periodontite é uma doença resultante de uma disbiose significativa da microbiota 

subgengival, que ocasiona um quadro inflamatório crônico com destruição do tecido 

periodontal de suporte (Figura 2). Existe um acúmulo de placa nos tecidos mais profundos, 

causando uma perda de inserção por destruição do tecido conjuntivo e por reabsorção do osso 

(Hajishengallis & Lamont, 2012; Bartold & Van Dyke, 2013; Kinane et al., 2017). As 

periodontites podem ter diferentes níveis de gravidade e extensão. Em relação à gravidade e 

complexidade de manejo do paciente, podem ser categorizadas em Estágio I (periodontite 

inicial), Estágio II (periodontite moderada), Estágio III (periodontite avançada com potencial 

para perda dentária) e Estágio IV (periodontite avançada com potencial para a perda da 

dentição). Em relação à extensão podem ser localizadas (quando envolvem menos de 30% dos 

sítios periodontais), generalizadas (> 30% dos sítios), com ou sem envolvimento de molares e 

incisivos. E finalmente, em relação à progressão e resposta terapêutica, podem ser graduadas 

em grau A (perda de progressão lenta), grau B (perda de progressão moderada) e grau C (perda 

de progressão avançada) (Caton et al., 2018). As DPs são de difícil classificação, especialmente 

a periodontite, devido à grande variabilidade na apresentação clínica, assim como em sua 

extensão e gravidade em todas as faixas etárias. Com tudo isso, o diagnóstico da doença ainda 

permanece sendo clínico (Papapanou et al., 2018). 

 

 

 

 

Figura 1. Fotografia e radiografia de paciente com gengivite. Observa-se placa dental 

supragengival na maioria dos dentes, bem como edema e inflamação gengival. Na radiografia 

interproximal pode-se notar um epitélio íntegro, sem perda óssea alveolar. 
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Figura 2. Fotografias e radiografia de pacientes com periodontite crônica. Pode-se notar 

grandes quantidades de cálculo e placa dental supra e subgengivais na maioria dos dentes, bem 

como edema e inflamação gengival. A radiografia mostra a perda óssea alveolar generalizada 

e presença de cálculo subgengival. 

 

1.2 Etiologia microbiana - Biofilme Periodontal 

 

O fator etiológico primário das doenças periodontais é a presença e persistência de um 

biofilme supra/subgengival periodontopatogênico (Socransky & Haffajee, 1992; Socransky, 

1994; Socransky & Haffajee, 2002). Logo, a caracterização da microbiota periodontal é muito 

importante para o diagnóstico dessas doenças. Mais de 700 espécies ou filotipos já foram 

identificadas na cavidade oral, sendo que 400 dessas espécies colonizam a bolsa periodontal e 

cerca de 50% ainda são consideradas não cultiváveis (Paster et al., 2001, 2006; Paster & 

Dewhirst, 2009; Dewhirst et al., 2010). Esses microrganismos colonizam predominantemente 

diferentes nichos na cavidade oral, como mucosas, dorso da língua e o biofilme dentário (BD) 

supra e subgengival (Mager et al. 2003). 

O BD corresponde a uma comunidade microbiana espacialmente organizada, aderida à 

superfície dentária e inserida em uma matriz extracelular glicoprotéica (Costerton et al., 1999). 

Microrganismos são capazes de aderir a superfícies, multiplicar-se e co-agregar-se, sendo este 

um mecanismo primordial para o crescimento e sobrevivência de muitas espécies distintas. A 

capacidade de um microrganismo de formar biofilme é considerada um fator de virulência, pois 
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confere maior resistência aos mecanismos de defesa do hospedeiro, ao estabelecimento de 

microrganismos competidores exógenos, a presença de substâncias potencialmente nocivas 

(antimicrobianos) e à ação mecânica, proporcionando maior chance de sobrevivência no 

hospedeiro. 

Complexas e específicas associações entre as diferentes bactérias que constituem o BD 

têm sido demonstradas em diferentes estudos de ecologia oral (Rams et al., 1997; Socransky 

& Haffajee, 2002; Kolembrander, 2010). Em 1998, Socransky e colaboradores descreveram 

que algumas espécies bacterianas orais do biofilme subgengival estavam intimamente 

relacionadas entre si e agrupavam-se em complexos, e que essas associações dentro desses 

complexos eram organizadas de forma hierárquica (Figura 3). Esses autores também 

demonstraram que os complexos apresentavam uma correlação espacial entre si (Socransky et 

al., 1988). Por exemplo, os complexos azul, roxo, amarelo e verde correspondem aos 

microrganismos comensais frequentemente encontrados em todos os sítios periodontais e 

indivíduos, condizentes com saúde oral. Já os complexos laranja e vermelho compreendem 

espécies patogênicas, predominante em sítios periodontais e/ou indivíduos portadores de DP 

(Socransky & Haffajee, 2002).  

 

Figura 3. Complexos microbianos no biofilme subgengival. Fonte: SOCRANSKY & 

HAFFAJEE, 2002. 
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Alterações significativas na composição e função do BD ocorrem durante a transição 

de um estado de saúde para gengivite, e posteriormente DP (Chapple et al. 2018). Na presença 

da saúde periodontal, há o predomínio de estreptococos orais e espécies de Actinomyces, os 

quais são microrganismos Gram-positivos de baixo potencial patogênico, normalmente 

considerados colonizadores primários do biofilme periodontal, que possuem um papel benéfico 

contra a colonização de espécies mais patogênicas (Slots, 1979; Haffajee et al., 2009). A 

presença dessa microbiota normal residente é capaz de inibir a colonização de patógenos 

(Vollaard & Clasener, 1994), visto que ocupam os sítios de ligações potencialmente utilizados 

para adesão pelas espécies patogênicas (Wade, 2013). A importância deste efeito pode ser vista 

quando a microbiota comensal é interrompida, por exemplo, através do uso de antimicrobianos 

(Sullivan et al., 2001). Outro exemplo é a ausência de um controle adequado do BD que resulta 

na modificação do microambiente periodontal (inflamação gengival) e favorece o aumento da 

complexidade e patogenicidade deste biofilme. Nesta condição de gengivite, há um aumento 

de bactérias Gram-negativas anaeróbicas (principalmente espécies do complexo laranja), com 

conseqüente liberação de endotoxinas e outras enzimas que ocasionam a inflamação e irritação 

gengival, ativando as vias pró-inflamatórias, embora várias bactérias facultativas Gram-

positivas e Gram-negativas também possam contribuir para a destruição periodontal 

(Armitage, 2010; Beikler & Flemmig,2011). A doença é totalmente reversível se a higiene oral 

for reintegrada (Loe et al., 1965), sendo a quantidade de placa bacteriana presente, sua carga e 

maturidade correlacionados com a gravidade da doença (Socransky, 1977).  

Por mecanismos não totalmente compreendidos, a gengivite não tratada pode progredir 

para os tecidos de suporte dos dentes, o que acarreta na periodontite em determinados 

indivíduos susceptíveis, como um resultado da disbiose entre esse biofilme e o sistema imune 

do hospedeiro (Slots & Rams, 1991; Socransky & Haffajee, 1992; Wolff et al., 1994). Na 

periodontite, os microrganismos predominantes incluem os membros dos complexos laranja e 

vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola), bem como 

o patógeno Aggregatibacter actinomycetemcomitans, sendo o clone JP2 altamente leucotóxico 

associado às formas mais agressivas da DP (Kilian et al.,2006; Armitage, 2010; Henderson et 

al., 2010). Na última década, novas espécies orais com potencial patogênico têm sido relatadas 

e relacionadas as DPs (Kumar et al., 2003; Kumar et al., 2005; Ferraro et al., 2007; Wilson 

Aruni et al., 2015). 
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1.3 Cavidade bucal como reservatório de bactérias de importância médica 

 

Tem sido crescente o interesse na busca de espécies oportunistas na cavidade oral, pois 

microrganismos que crescem em biofilme, como o biofilme dental, tendem a ser menos 

susceptíveis à ação dos antimicrobianos e ao sistema imune, o que pode levar a sérias 

implicações clínicas, como a criação de um foco de infecção, re-infecção e insucesso 

terapêutico (Smith et al., 2001). Com o desenvolvimento de métodos moleculares para a 

detecção de microrganismos em diversos habitats do organismo humano, observou-se que a 

diversidade da microbiota oral é significativamente maior do que anteriormente estabelecido 

por métodos tradicionais de cultivo microbiano (Paster et al., 2001; 2006). Espécies 

microbianas normalmente associadas a infecções em outras partes do organismo humano, bem 

como espécies ambientais tem sido descritas em proporções e níveis elevados na DP (Rams et 

al., 1990; 1992; Colombo et al.,2005; 2009; 2012; Ferraro et al., 2007; Souto & Colombo, 

2008a; 2008b; Fritschi et al., 2008; Sun et al., 2009;Heller et al., 2011; 2012; Artese et al., 

2012; Silva-Senem et al., 2013; Silva-Boghossian et al., 2011;2014, Souto et al., 2014). Dentre 

essas espécies, podemos destacar Enterococus feacalis, Dialister pneumosintes, Helicobacter 

pylori, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Staphylococcus aureus, Parvimonas micra, Streptococcus anginosus, 

Sacharabacteria TM7 spp. Apesar do aumento significativo dessas espécies no BD e saliva de 

indivíduos com periodontite e gengivite em comparação a indivíduos com saúde periodontal, 

o papel desses microrganismos na etiopatogenia das DPs ainda é desconhecido.  

Num BD associado à doença, é de se esperar que ocorram relações complexas e diversas 

entre espécies periodontais conhecidas e microrganismos não orais ou ainda desconhecidos, 

bem como entre essa microbiota e o hospedeiro que poderão ser melhor elucidadas com a 

finalidade de proporcionar um melhor diagnóstico e tratamento das infecções periodontais 

(Brook, 1988; Andersen et al., 1998; Kolembrander et al., 2006; Teles et al., 2013). 

 

1.4 Bacilos Gram-Negativos 

 

Microrganismos Gram-negativos tem como característica principal a presença de uma 

membrana externa rica em lipopolissacarídeos (LPS) que recobre sua parede celular (Sedgley 

& Samaranayake, 1994). Essa membrana evita que certos fármacos e antimicrobianos penetrem 

na célula, o que explica parcialmente a razão por que são habitualmente mais resistentes aos 

antimicrobianos do que bactérias Gram-positivas (Plésiat & Nikaido, 2002). Essas bactérias 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=da%20Silva-Boghossian%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21397893
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apresentam uma grande capacidade de trocar material genético, entre cepas da mesma espécie 

ou espécies diferentes. Dentre os principais bacilos Gram-negativos (BGN) encontram-se 

Campylobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia spp., Klebsiella spp., e Pseudomonas spp. 

Esses microrganismos apresentam uma gama de fatores de virulência associados ao 

desenvolvimento e gravidade de várias infecções em humanos. Diversas espécies estão 

associadas a infecções como infecções intestinais, urinárias e as hospitalares (Sedgley 

&Samaranayake, 1994). 

 Os BGN são divididos em 2 grandes grupos, os fermentadores e não fermentadores de 

glicose. Os bacilos Gram-negativos não fermentadores (BGNNF) constituem um grupo 

extremamente variado, são microrganismos aeróbios, não esporulados e se caracterizam pela 

incapacidade de utilizar carboidratos como fonte de energia por meio de fermentação, 

degradando-os pela via não oxidativa (Figura 4) ( Koneman et al., 2001; ANVISA, 2008). Os 

mesmos possuem como características: mínimas necessidades nutricionais, tolerabilidade a 

diferentes condições físicas, capacidade de escape dos mecanismos de defesa do hospedeiro, 

bem como sua capacidade de resistência aos antimicrobianos (Pollack, 2000). Desde a década 

de 1970, infecções por BGNNF tem preocupado as instituições hospitalares por apresentarem 

sensibilidade diminuída a uma variedade de antimicrobianos. Essas infecções podem ter 

origem endógena ou exógena, dependendo de diversos fatores, como uso de substâncias 

imunossupressoras, utilização abusiva de agentes antimicrobianos de amplo espectro, 

procedimentos cirúrgicos prolongados e instrumentação mecânica inadequada (Bonnet et 

al.,2019), visto que esses microrganismos normalmente estão relacionados com infecções 

hospitalares (Figueiredo-Mendes et al., 2005; Nouér, 2008). Seus principais representantes são 

P. aeruginosa, Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia e Burkholderia cepacia. 

 Já os BGN fermentadores (Figura 4) utilizam carboidratos como fonte de energia por 

meio de fermentação, degradando-os pela via oxidativa, são muito abundantes, incluindo uma 

grande variedade de bactérias patogênicas. Alguns BGN pertencem à microbiota normal dos 

intestinos de seres humanos e animais, como Escherichia coli, outros são habitantes do solo ou 

da água, e outros podem estar implicados em vários processos patogênicos, incluindo por 

exemplo os gêneros Salmonella, Proteus, Shigella e Yersinia. De maneira geral, apresentam 

exigências nutricionais simples e quando comparados com os BGNNF, são mais virulentos, 

apresentando uma série de fatores de virulência, como endotoxinas, presença de cápsula, 

sequestro de fatores de crescimento entre outros. Seus principais representantes são K. 

pneumoniae, Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae, E. coli e outros. 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Intestino
https://pt.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
https://pt.wikipedia.org/wiki/Salmonella
https://pt.wikipedia.org/wiki/Proteus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Shigella
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Yersinia_(bact%C3%A9ria)&action=edit&redlink=1
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Figura 4. Diferenciação de bacilos Gram-negativos em meio Mac Conkey: à esquerda observa-

se um bacilo fermentador (cepa de E. coli) e à direita, bacilo Gram-negativo não fermentador 

(cepa de P. aeruginosa). 

 

A presença dessas espécies na microbiota oral tem sido pouco explorada. Espécies de 

enterobactérias e  Pseudomonas são consideradas patógenos oportunistas comuns em humanos 

(Bodey et al., 1983; Livrelli et al., 1996; Aucken et al., 1998). Pesquisas epidemiológicas de 

diversas partes do mundo relatam diferentes taxas de prevalência desses organismos na 

cavidade oral de indivíduos saudáveis (Campos & Zelante, 1978; Sedgley & Samaranayake, 

1994; Santos, 1996, Sedgley et al., 1996,1997). Os mesmos já foram identificados em pacientes 

com periodontite, entretanto sua  prevalência na bolsa periodontal pode variar amplamente 

entre as diferentes populações. Nos Estados Unidos foram encontrados em 14 % de indivíduos 

portadores de doença periodontal (Slots et al., 1990), na Romênia em 61.1 % ( Ali et al., 1996) 

e em 92% em pacientes com periodontite no Sudão (Ali et al., 1994). A alta prevalência em 

determinadas localizações pode ser atribuída à contaminação de água potável ou alimentos ou 

devido `a uma ineficiente higiene oral (Slots et al., 1991), além do uso de antimicrobianos, 

levando ao crescimento excessivo ou colonização por organismos multirresistente na região 

subgengival (Ali et al., 1994). Aravindhan e colaboradores (2018) detectaram uma prevalência 

de 71% de enterobactérias em indivíduos com saúde periodontal e 83% na periodontite na 

população indiana. Já na América latina foi detectado uma prevalência de 34% na cavidade 

oral (Gamboa et al., 2013). Na população brasileira, Barbosa e colaboradores (2001) 

identificaram uma alta prevalência de enterobactérias e Pseudomonas spp. em pacientes 

portadores de DPs, sendo encontrada alta susceptibilidade a ciprofloxacina. Gonçalves e 

colaboradores (2007) avaliaram isolados de enterobactérias de sítios subgengivais de pacientes 
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com periodontite crônica, sendo identificado em 20% dos isolados esses microrganismos, 

presença de enzimas hidrolíticas como gelatinases, caseinases e elastases, bem como um alto 

índice de resistência para antimicrobianos como ampicilina (93.7%), amoxicilina-clavulanato 

(81.2%) e presença de 8 cepas multirresistentes. Já, Souto et al. (2014) investigaram a 

prevalência de P. aeruginosa e Acinetobacter spp. no biofilme subgengival e na saliva de 

pacientes com doença periodontal e saudáveis e esses microrganismos foram detectadas em 

40% e 45% de todas as amostras, respectivamente, sendo as frequências significativamente 

maiores nos indivíduos com periodontite em relação aos com saúde periodontal. Estudos 

antigos que utilizaram métodos de cultivo bacteriano demonstraram a presença de BGN em 

aproximadamente um terço na microbiota subgengival, normalmente associados à periodontite 

refratária (Slots et al., 1988; Slots et al., 1990; Slots et al., 1991). Posteriormente, outros 

autores demonstraram que essas espécies são detectadas com certa prevalência no biofilme 

periodontal, principalmente em condições de doença. Entretanto, seu papel na etiopatogenia 

dessas infecções ainda não está esclarecido (Colombo et al., 2005; Silva- Boghossian et al., 

2011). 

 

1.5 Enterococos 

 

O gênero Enterococcus pertencente à família Enterococcaceae, constituindo um grupo 

de bactérias de forma ovóide, Gram-positivas comensais que habitam o trato gastrointestinal, 

vaginal, além da cavidade oral (Jett et al., 1994). No entanto, os mesmos são considerados 

microrganismos ubíquos, podendo ocupar diferentes nichos ecológicos como plantas, vegetais, 

alimentos crus e fermentados, solos e águas superficiais, entre outros (Giraffa, 2002; Semedo-

Lemsaddek et al., 2009; Lemsaddek & Tenreiro, 2011). Podem ser isolados através do meio 

diferencial e seletivo agar bile esculina (ABE) e causam uma série de doenças infecciosas, 

como endocardite, septicemia, abscessos e vários outros tipos de superinfecções, 

principalmente em pacientes idosos e imunocomprometidos (Murray, 1970). 

Devido à resistência a diversos antimicrobianos, como penicilinas, aminoglicosídeos e 

atualmente vancomicina, infecções causadas por esses microrganismos são muito difíceis de 

serem tratadas (Elsner et al., 2000). Apesar dos enterococos serem considerados ‘‘low-level 

pathogens’’, a presença de resistência intrínseca a vários antimicrobianos, bem como sua 

capacidade de adquirir resistência a diversos antimicrobianos disponíveis para tratamento 

clínico, merecem atenção (Giraffa, 2002; Vignaroli et al., 2011).  
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Enterococos orais, principalmente E. faecalis, tem sido encontrados na placa 

supragengival, saliva, dorso da língua e na mucosa oral (Burnett & Scherp 1951; Gold et al., 

1975; McCrary et al., 1989; Rams et al., 1990), chegando a uma prevalência de até 16.6% 

numa população Brasileira (Komiyama et al., 2016). Também têm sido isolados de pacientes 

com periodontite (Rams et al., 1992) e em infecções endodônticas (Siqueira et al., 2002). Nesse 

último caso, esta espécie está associada ao insucesso no tratamento endodôntico e persistência 

da infecção (Roças et al., 2004). Rams e colaboradores (1992) detectaram através do método 

de cultivo e isolamento bacteriano aproximadamente 1% de E. faecalis em pacientes portadores 

de periodontite agressiva e em 5% de pacientes com periodontite crônica. Já Souto & Colombo 

(2008) detectaram E. faecalis em 34.9 % de amostras de saliva e biofilme subgengival através 

da técnica de PCR, sendo 47.8 % em pacientes portadores de doença periodontal e 17.1 % em 

saúde periodontal. Além disso, correlações positivas foram observadas entre E. faecalis e 

parâmentros clínicos de destruição periodontal, inflamação e má higiene oral, indicando que a 

bolsa periodontal pode servir como reservatório desta espécie, favorecendo sua colonização. 

 

1.5.1 Fatores de Virulência dos Enterococos 

 

A resistência a antimicrobianos em enterococos não é suficiente para explicar a 

virulência destas bactérias (Franz et al., 2001; Moreno et al., 2006). No passado, considerava-

se que os enterococos possuíam características de virulência sutis, que eram difíceis de se 

identificar. No entanto, avanços na identificação de fatores de virulência de isolados clínicos 

indicaram que cada um deles pode estar associado a uma ou a mais fases da infecção (Franz et 

al., 2003). Os fatores de virulência em enterococos incluem fatores associados com a 

colonização e invasão dos tecidos, assim como resistência específica e não específica aos 

mecanismos de defesa do hospedeiro (Tabela 1). Além disso, estirpes virulentas podem 

provocar mudanças patológicas, diretamente por produção de toxinas ou indiretamente por 

inflamação (Franz et al., 2011). Certas características do hospedeiro humano possuem um 

importante papel no que diz respeito à sua susceptibilidade ou resistência à infecção, incluindo 

stress físico e emocional, idade, higiene pessoal e estado geral de saúde e nutricional.  

As adesinas são responsáveis pela aderência aos tecidos do hospedeiro, etapa 

fundamental no processo infeccioso. As mesmas têm como objetivo promover a ligação aos 

receptores das células hospedeiras, importante papel no estabelecimento e manutenção da 

colonização (Semedo et al., 2003a; Carlos et al., 2010). Além de promoverem a ligação a 

componentes da matriz extracelular, a células eucarióticas e a linhas celulares humanas, as 
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adesinas também promovem a ligação a componentes abióticos (Semedo-Lemsaddek & Mato, 

2011). A proteína de superfície esp (enterococcal surface protein), observada em isolados 

clínicos de E. faecalis é uma proteína extracelular de elevada massa molecular, codificada 

cromossomicamente pelo gene esp (Shankar et al.,1999). O seu papel na virulência em 

enterococos ainda está sob análise. Entretanto, a elevada prevalência do gene esp em isolados 

clínicos, evidencia indiretamente que este contribui para a patogenicidade de enterococos e 

para a sua transmissão em infecções nosocomiais. Além disso, estudos sugerem que esp possa 

contribuir para a colonização e persistência de enterococos em células epiteliais do trato 

urinário, na matriz extracelular do hospedeiro humano e na formação de biofilmes em 

superfícies abióticas. (Semedo-Lemsaddek & Mato, 2011). Outro fator de virulência bastante 

estudado nos enterococos corresponde a gelatinase, sendo caracterizada como uma 

metaloendopeptidase extracelular capaz de hidrolisar gelatina, colágeno, fibrinogênio, caseína 

e outros pequenos peptídeos biologicamente ativos, sendo produzida por um grande número de 

células eucarióticas, visto que no hospedeiro faz parte do processo fisiológico normal, como 

por exemplo, na regulação da formação e remodelação tecidual, sugerindo a sua participação 

no início e propagação do processo inflamatório (Semedo et al., 2003;Barbosa et al., 2009; 

Lindenstrauß et al., 2011). Em pacientes com periodontite e que apresentam grandes 

quantidades de E. faecalis, os níveis de gelatinase podem encontrar-se elevados no fluído 

gengival e na saliva, assim a hidrólise do colágeno pela gelatinase pode ter um papel importante 

na patogênese e propagação de inflamações periapicais (Tsikrikonis et al., 2012). O gene gelE 

codifica a gelatinase e está localizado junto ao gene sprE, que codifica uma endopeptidase de 

serina. Além desses, existem outros fatores de virulência responsáveis pelo processo infeccioso 

como hemolisinas, geralmente relacionadas às citolisinas, adesinas na parede celular, adesinas 

de colágeno, substância de agregação (Foulquié-Moreno et al., 2006), sendo listados na tabela 

abaixo, bem como sua indicação da possível associação com o estágio de virulência do 

hospedeiro (Franz & Holzapfel, 2006).  
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Tabela 1. Principais fatores de virulência e sua possível associação com o estágio de infecção 

por Enterococcus spp. 

 

Determinante de virulência Possível associação com o estágio de virulência 

Adesinas de colágeno (ace) 
Adesão da matriz protéica extracelular e invasão da 

resposta imune.    

Adesinas de parede celular (efaA) 
Adesinas que promovem o desenvolvimento de 

endocardites. 

Biofilme de superfícies plásticas (bopD) Formação de biofilme em superfícies abióticas. 

Substâncias de agregação (asa e asa 373) 

Adesinas que promovem a colonização; adesão da 

matriz protéica extracelular (promove o deslocamento); 

aumento da sobrevivência das células imunes (evasão da 

resposta imune do hospedeiro).  

Citolisinas (cylA) 
Toxina para célula eucariótica e lise das células imunes 

(evasão da resposta imune do hospedeiro). 

Proteínas de superfície (esp) 
Adesinas que promove a colonização e invasão da 

resposta imune. 

Gelatinase (gelE) 

Hidrólise de diversos peptídeos biológicos (colágeno, 

fibrina) e hidrólise de peptídeos antibacterianos (evasão 

da resposta imune natura do hospedeiro). 

ef1841/fsrC 

Regulam a expressão de gelE ,sprEe são necessários 

para a atividade das proteases, gelatinase (gelE) e 

endopeptidase de serina (sprE). 

Fonte: Adaptado de Franz & Holzapfel, 2006 

 

1.6 Resistência Antimicrobiana 

 

A resistência antimicrobiana corresponde a uma resposta biológica natural dos 

microrganismos frente a uma pressão seletiva, como condições climáticas, disponibilidade de 

nutrientes, oxigênio, água ou a presença de um antimicrobiano. Quando uma nova classe de 

antibiótico é introduzida, inicialmente é eficaz, entretanto eventualmente ocorrerá uma seleção 
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de uma pequena fração bacteriana sobrevivente através de mecanismos de resistência intrínseca 

e/ou adquirida (Walsh, 2003). 

A mesma é atualmente considerada um problema grave de saúde pública segundo a 

World Economic Forum Global Risks, listada como uma das grandes ameaças à saúde humana 

(Blair et al., 2015). Logo, deve-se considerar de forma multidisciplinar o maior número 

possível de pontos estratégicos de ação, contemplando desde a natureza das doenças 

infecciosas, os procedimentos farmacoterapêuticos existentes, os fatores ambientais, políticos 

e sócio-econômicos pertinentes à questão, visto que não há uma solução definitiva para a 

resistência antimicrobiana em função da dinamicidade da evolução biológica dos 

microrganismos vivos (Costa & Silva Júnior, 2017).  

Dados divulgados pela Organização Mundial da Saúde (WHO, 2015) revelaram altos 

níveis de resistência a uma série de infecções bacterianas graves tanto em países de alta, como 

de baixa renda. De acordo com o Global Antimicrobial Surveillance System (GLASS, 2018), 

há uma ocorrência generalizada de resistência aos antibióticos entre 500 mil pessoas com 

suspeita de infecção bacteriana em 22 países. Em termos de saúde pública, a resistência 

antimicrobiana representa um risco à qualidade de vida humana conquistada ao longo dos anos 

com o avanço da microbiologia, das engenharias, da farmácia e da medicina, comprometendo 

o orçamento dos sistemas de saúde, sejam eles públicos ou privados, além de intensificar outro 

problema de saúde pública de grande relevância que são as infecções hospitalares. O consumo 

global de antibióticos aumentou quase 40% entre 2000 e 2010, e pelo menos 50.000 mortes 

resultaram de infecções decorrentes da resistência a antimicrobianos a cada ano em toda a 

Europa e nos Estados Unidos (Van Boeckel et al., 2014).  

No Brasil, estima-se que aproximadamente 23.000 mortes são causadas anualmente 

(BBC Brasil, 2017). O uso abusivo de antimicrobianos contribuiu para o aumento da resistência 

em várias espécies bacterianas (Van Hoek et al., 2011), além da possibilidade de transferência 

dos elementos genéticos móveis determinantes da resistência, o que gera uma disseminação 

mundial dos patógenos resistentes aos antimicrobianos (O´Neill,2014).  

A OMS criou um plano de ação frente a resistência antimicrobiana, com o objetivo de 

garantir a eficácia dos antimicrobianos na prevenção e tratamento das infecções. Algumas 

ações foram propostas, como o estímulo a novas pesquisas sobre resistência e a criação de 

novos antimicrobianos (WHO,2015). O “Plano de Ação Global para o Enfrentamento à 

Resistência aos Antimicrobianos”, organizado em parceria com a Organização das Nações 

Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO) e a Organização Mundial de Saúde Animal 

(OIE) enfatiza 5 objetivos estratégicos, dentre eles, uma melhor conscientização e compreensão 

http://www.who.int/entity/glass/en/index.html


14 

da resistência antimicrobiana; fortalecimento do conhecimento por meio da vigilância e da 

pesquisa; redução na incidência de infecções; otimização no uso de agentes antimicrobianos; e 

assegurar investimentos sustentáveis na luta contra a resistência antimicrobiana.  

Mobilizado pelas discussões do Plano Global e pelos compromissos internacionalmente 

firmados nos fóruns multilaterais, o governo brasileiro elaborou o Plano de Ação Nacional de 

Prevenção e Controle da Resistência aos Antimicrobianos (PAN-BR). O PAN-BR baseia-se 

nos princípios orientadores definidos pela OMS, pela FAO e pela OIE, enfatizando, uma 

abordagem multissetorial, envolvendo diretamente o Ministério da Saúde, a ANVISA e o 

MAPA, e conta com o apoio do Ministério do Meio Ambiente, da Fundação Nacional de Saúde 

e outros órgãos, sendo composto por 8 eixos estratégicos, operacionais e de monitoramento no 

período de 2018 a 2022 (Estrela, 2018). 

Quando um microrganismo é continuamente exposto a um nível sub-letal de um agente 

antimicrobiano, desenvolve mecanismos de resistência à sua ação. Este fato pode ser causado 

por uma diversidade de fatores, como alterações espontâneas na estrutura genética de uma 

célula ou através da incorporação estável de elementos genéticos móveis, que apresentam genes 

de resistência antimicrobiana, pelos quais as bactérias transferem livremente entre elas. De 

fato, os microrganismos têm a capacidade de se tornarem resistentes a uma vasta gama de 

agentes antimicrobianos, que podem disseminar-se por várias vias em humanos, animais, 

alimentos e no meio ambiente. Basicamente existem 2 mecanismos associados à resistência 

antimicrobiana:  

1) Resistência intrínseca ou natural: em que os microrganismos não são susceptíveis a 

um determinado antimicrobiano porque o alvo específico da atuação não se encontra presente. 

Por exemplo, certas bactérias orais, como muitos estreptococos necessita da presença de   

nitroredutases para converter o metronidazol e seus metabólitos ativos e, portanto, não são 

afetados pela droga já que elas não apresentam essas enzimas (Walker, 1996). 

2) Resistência adquirida: refere-se à transferência horizontal de elementos genéticos que 

codificam a resistência aos antibiótico. Este processo pode ocorrer por transdução, 

transformação ou conjugação. Através de diferentes mecanismos, as bactérias podem 

desenvolver resistência antimicrobiana, seja pela aquisição de um material genético ou por 

mutação e/ou modificações. Diferente da resistência natural, a resistência adquirida pode ser 

transferida, se o componente genético que causa um fenótipo resistente é codificado em um 

elemento genético móvel, por exemplo, plasmídeo, pode ocorrrer a transferência facilmente 

daquele mecanismo de resistência, como por exemplo para a produção da enzima de ESBL, 

importante fator de resistência para os BGN (Tenover, 2006; Adler et al., 2012). 
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As espécies bacterianas resistentes ainda podem ser classificadas em multirresistentes, 

bactérias não susceptíveis a pelo menos um agente em 3 ou mais classes de antimicrobianos; 

extensivamente resistentes, quando não são susceptíveis a pelo menos um agente em quase 

todas as classes antimicrobianas, sendo sensível apenas uma ou duas classes e pan-resistentes 

quando as estipes não são susceptíveis a todos os antimicrobianos em todas as classes 

antimicrobianas (Magiorakos et al., 2012). 

A OMS em 2017 divulgou uma lista de bactérias que necessitam de novos 

antimicrobianos para o seu controle. Foi subdividida a lista em grupos, sendo considerados em 

níveis críticos, alto e médio. No grupo crítico estão presentes espécies da família 

Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenemas, além de P. aeruginosa, A.baumanii; no 

grupo alto, presença de Enterococccos faecium resistentes à vancomicina, Staphylococcus 

aureus resistentes à meticilina e com resistência intermediária e total à vancomicina e outras 

espécies. Já para o grupo médio, presença de Streptococcus pneumoniae não sensíveis à 

penicilina, Haemophilus influenzae resistentes à ampicilina e espécies de Shigella resistentes a 

fluorquinolonas (WHO, 2017). O objetivo dessa lista foi dar uma maior ênfase na problemática 

da resistência antimicrobiana, e vale salientar que como prioridade da lista a presença de 

microrganismos Gram-negativos em virtude do crescente surgimento da resistência (O´Neill, 

2014). São necessários mais estudos para controlar os mecanismos de disseminação, 

distribuição e caracterização desses fatores de resistência. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Um grande número de trabalhos tem sugerido que as infecções orais, especialmente a 

DP, podem contribuir ou favorecer o estabelecimento de uma variedade de doenças sistêmicas 

graves. Esses dados demonstram uma maior necessidade da implementação de medidas 

preventivas e no controle das doenças orais, a fim de se eliminar focos infecciosos e, 

consequentemente, possíveis doenças sistêmicas. Existe a possibilidade de indivíduos com 

bolsas periodontais mais profundas possuírem maiores concentrações de patógenos não orais 

do que indivíduos saudáveis. Isso se torna ainda mais problemático quando essas espécies 

apresentam maior virulência e resistência, como no caso de cepas multirresistentes.  

Atualmente, a resistência aos antimicrobianos, principalmente em BGN (A. baumanii, 

P. aeruginosa, Enterobacteriaceae) e Enterocococcus faecium é alarmante. Indivíduos 

portadores dessas espécies, quando submetidos a procedimentos cirúrgicos, internação 

hospitalar ou a condições de imunossupressão, podem constituir-se em fontes de infecção e 

reinfecção para eles mesmos, outros indivíduos e para o meio ambiente. Essa disseminação 

pode ser ainda mais evidente em pacientes com má higiene oral e com DPs, nos quais essas 

espécies podem atingir números bem elevados. Além da possibilidade dessas cepas resistentes 

a vários antimicrobianos se disseminarem para outras partes do organismo ou, até mesmo para 

outros indivíduos e comunidades, elas podem transferir essa resistência para cepas orais. Por 

exemplo, em um indivíduo com periodontite crônica avançada, cepas de patógenos 

periodontais podem adquirir genes de resistência de espécies não orais, tornando-se mais 

difíceis de serem controlados através da terapia periodontal convencional associada ou não ao 

uso de antimicrobianos. Pacientes com periodontite refratária são um exemplo no qual a 

caracterização da microbiota subgengival é de extrema importância para a avaliação da terapia 

a ser empregada (Adams, 1992; Fine, 1994; Newman et al., 1994; Colombo et al., 1998). Não 

existem dados na literatura em relação a esta temática, sendo informações sobre a prevalência 

e as proporções dessas espécies de importância médica na cavidade oral limitadas, faz-se 

necessário mais estudos com o objetivo de contribuir no rastreamento dessas na cavidade oral, 

e possivelmente para a instituição de medidas profiláticas e terapêuticas para o controle da 

disseminação de resistência àos antimicrobianos. 
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3.PROPOSIÇÃO 

 

A hipótese do nosso estudo é de que pacientes com doença periodontal (periodontite e 

gengivite) apresentem maiores prevalência dos microrganismos de importância médica no 

biofilme subgengival, bem como presença de genes de virulência e um maior perfil de 

resistência aos antimicrobianos quando comparados com indivíduos com saúde periodontal. 

Baseado nessa hipótese o presente trabalho tem como objetivo de identificar e 

determinar a prevalência de microrganismos patogênicos de importância médica, em particular 

Bacilos Gram-negativos e enterococos, seus fatores de virulência e seu perfil de 

susceptibilidade a antimicrobianos no biofilme subgengival de indivíduos de uma amostra da 

população brasileira com diferentes condições clínicas periodontais. 

Além disso, correlacionar diferentes espécies desses grupos patogênicos com espécies 

orais do biofilme subgengival, parâmetros clínicos periodontais e características 

demográficas/comportamentais dessa amostra populacional.  
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Amostra Populacional 

 

Os participantes incluídos no estudo foram recrutados da Clínica de Periodontia da 

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), RJ, Brasil. A 

amostra foi constituída de indivíduos diagnosticados com saúde periodontal (SP), gengivite 

(G) e periodontite (P). Foram considerados pacientes com saúde periodontal os que 

apresentavam menos de 10% dos sítios com sangramento à sondagem (SS) e profundidade de 

sondagem (PS) e/ou nível clínico de inserção (NCI) ≤ 3 mm, podendo apresentar PS ou NCI = 

4 mm em até 5% dos sítios, sem SS concomitante. Pacientes diagnosticados com gengivite 

tinham 10% dos sítios com SS e PS e/ou NCI ≤ 3 mm, podendo apresentar PS ou NCI = 4 mm 

em até 5% dos sítios, sem SS concomitante. Portadores de doença periodontal apresentavam 

no mínimo 10% dos dentes com NCI e/ou PS ≥ 5 mm, ou ≥ 15% dos dentes com NCI e/ou PS 

≥ 4mm, e SS concomitante segundo a classificação de Boghossian et al., 2008 com adaptações 

da classificação periodontal vigente (Caton et al., 2018).Todos os pacientes tinham pelo menos 

18 anos e no mínimo 18 dentes presentes. Os critérios de exclusão foram: realização de 

tratamento periodontal ou profilaxia até 6 meses antes do exame inicial, terapia antimicrobiana 

local ou sistêmica nos últimos 6 meses anteriores ao exame clínico inicial, uso de anti-

inflamatórios nos últimos 3 meses, indivíduos sob tratamento ortodôntico, diabéticos, 

imunossuprimidos, grávidas ou lactantes. Antes do início do tratamento todos os pacientes 

foram esclarecidos quanto aos riscos e benefícios do tratamento, e assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho da UFRJ (707.510) (Anexo I). 

O cálculo do tamanho amostral foi realizado utilizando-se o programa estatístico 

Gpower versão 3.1.9.2 (Franz Faul, Universitat Kiel, Alemanha). Considerando a hipótese de 

que pacientes com doença periodontal apresentam maior prevalência de bacilos Gram-

negativos e enterococos em relação a indivíduos com saúde periodontal, estimamos uma 

diferença de 15% na prevalência desses microrganismos entre os grupos clínicos, baseando-se 

em dados disponíveis na literatura. Assim, considerando-se um erro alfa de 5%, 85% de poder, 

uma razão de 2:1 de casos/controles e uma possível perda de 15%, um total de 175 indivíduos 
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no grupo com doença periodontal (gengivite e periodontite) e 87 no grupo com saúde foram 

estimados. 

 

4.2 Exame Clínico Periodontal 

 

Os exames clínicos foram realizados nas instalações da Disciplina de Periodontia do 

Departamento de Clínica Odontológica da FO-UFRJ e incluíram anamnese médica e 

odontológica. As medidas clínicas periodontais foram realizadas utilizando-se espelho plano 

número 5 e sonda periodontal milimetrada Carolina do Norte (UNC-15, Hu-Friedy, Chicago, 

IL, EUA). Todos os exames foram executados por um único examinador treinado e calibrado. 

Os parâmetros clínicos periodontais que foram avaliados incluirão IP (Índice de placa), SS, IG 

(Índice gengival), CA (Índice de cálculo), SUP (Presença de supuração), além das medidas de 

PS e o NCI (mm). Essas medições foram realizadas em 6 sítios por dente (mésio-vestibular, 

vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual, disto-lingual), de todos os dentes, com 

exceção dos terceiros molares. 

 

4.3 Reprodutibilidade Intra-Examinador 

 

A calibração do examinador envolveu o exame de 20 indivíduos com diagnóstico de 

saúde periodontal, gengivite e periodontite leve, moderada e avançada, que não participaram 

do estudo. Os exames periodontais foram realizados em cada indivíduo com uma semana de 

intervalo entre eles. Para os parâmetros (PS e NCI), foi calculado o coeficiente de correlação 

intraclasse (ICC) foi de 0.90 e 0.92, com uma diferença ≤1 mm. 

 

4.4 Coleta de Amostras para Análise Microbiológica 

 

No exame clínico, amostras de biofilme subgengival foram coletadas de 14 sítios 

periodontais (7 sítios saudáveis e 7 sítios doentes mais profundos) de pacientes com 

periodontite, 14 sítios saudáveis de indivíduos com saúde periodontal, e 14 sítios (7 sítios 

saudáveis e 7 sítios com inflamação gengival) de pacientes com gengivite. Após remoção da 

placa supragengival com gaze estéril, o biofilme subgengival foi removido individualmente 

dos sítios selecionados com curetas gracey estéreis, sob isolamento relativo. Cada amostra de 

biofilme foi armazenada em um microtubo estéril contendo 150 μL de tampão tris-EDTA (TE; 

10 mM de Tris HCl, 1 mM de EDTA, pH 7,6). Em seguida, foram adicionados 150 μL de 0,5 
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M NaOH a cada microtubo.  

Em seguida, novas amostras de biofilme subgengival obtidas de outros sítios 

periodontais diferentes dos sítios inicialmente coletados foram obtidas. Nos pacientes 

saudáveis, foram obtidas amostras de 2 sítios sadios (1 dente posterior e um dente anterior) por 

quadrante, totalizando 8 amostras por paciente. O mesmo procedimento foi realizado nos 

pacientes com gengivite (8 amostras de sítios com gengivite) e periodontite (8 amostras das 

bolsas periodontais com maior profundidade). Essas amostras foram colocadas em tubos 

criogênicos (pool de 8 amostras/tubo/paciente) contendo caldo de Micoplasma com 5% de 

DMSO (Sigma, São Paulo, Brasil), e imediatamente foram conduzidas ao laboratório de 

Microbiologia Oral para processamento adequado. 

 

4.5 Análise Microbiológica através da técnica de Checkerboard DNA-DNA hybridization 

 

A identificação dos microrganismos no biofilme subgengival foi realizada através da 

técnica descrita por Socransky et al. (1994), com modificações (Colombo et al., 2006, Heller 

et al., 2011). As suspensões de biofilme foram fervidas por 10 min, e em seguida neutralizadas 

pela adição de 0,8 mL de 5 M de acetato de amônia. Cada suspensão contendo DNA livre foi 

depositada nas fendas do “Minislot 30” (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e o DNA 

concentrado numa membrana de nylon (GE Healthcare Life Sciences, São Paulo, SP, Brasil). 

O DNA depositado na membrana foi fixado através da exposição à temperatura de 120°C por 

20 min em forno (Fanem Ltda., São Paulo, SP, Brasil). As duas últimas canaletas do “Minislot” 

foram reservadas para a colocação dos controles, contendo uma mistura das espécies de 

microrganismos investigados pelas sondas de DNA, em duas concentrações, 105 e 106 células 

bacterianas. Após fixação do DNA nas membranas, essas foram pré-hibridizadas a 42C por 1 

h numa solução contendo 50% de formamida, 1% de caseína, 5 x SSC, 25 mM de fosfato de 

sódio (pH 6,5) e 0,5 mg/mL de RNA de levedura. Em seguida, cada membrana foi colocada 

sob a placa acrílica do “Miniblotter 45” (Immunetics) com as linhas contendo o DNA fixado 

perpendiculares às canaletas do “Miniblotter 45”. Em cada canaleta foram colocadas 135 L 

de cada sonda específica diluída em solução de hibridização contendo 45% de formamida, 5 X 

SSC, 20 mM de fosfato de sódio (pH 6,5), 0,2 mg/ mL de RNA de levedura, 10% de sulfato de 

dextrano, 1% caseína e 20 ng/ mL de sonda da DNA específica. O aparato foi então incubado 

a 42°C por no mínimo 16 h para hibridização. As sondas genômicas para as espécies 

bacterianas (Table 1S manuscrito II) foram confeccionadas usando o “Random Primer 
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Digoxigenin Labeling Kit” (Roche Applied Science, São Paulo,SP, Brasil). 45 sondas 

genômicas foram utilizadas para 85 espécies orais e não-orais. O DNA dos sorotipos a,b e c do 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) foi agrupado em uma sonda, assim como o DNA 

de Propionibacterium acnes I e II. Pantoea agglomerans, Enterobacter cloacae, Enterobacter 

gergoviae, Enterobacter sakazakii, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella 

oxytoca e Klebsiella pneumoniae foram combinados em uma sonda de Enterobacteriaceae. O 

DNA de Neisseria subflava, Neisseria polysaccharea, Neisseria meningitidis, Neisseria sicca, 

Neisseria gonorrhoeae e Neisseria lactamica foi reunido em uma sonda de Neisseria. Outras 

sondas combinadas incluíram Actinomyces spp., Campylobacter spp., Capnocytophaga spp., 

Eubacterium spp., Fusobacterium nucleatum, Gemella spp., Lactobacillus spp. Prevotella 

spp., Prevotella spp., Estafilococos de coagulase negativos. 

Após hibridização com as sondas, as membranas foram lavadas por 5 min em 

temperatura ambiente, seguido de duas lavagens de 20 min a 68C em solução adstringente 

(0,1 X SSC, 0,1% SDS), imersas em solução bloqueadora (0,1 M de ácido maleico, 3 M de 

NaCl, 0,2 M de NaOH, 0,3% de Tween 20 e 0,5% de caseína, pH 8,0) por 1 h, e incubadas por 

30 min na mesma solução bloqueadora agora contendo o anticorpo anti-digoxigenina 

conjugado à fosfatase alcalina (Roche Applied Science) numa diluição de 1/25.000. As 

membranas foram, então, lavadas em solução tampão (0,1 M de ácido maleico, 3 M de NaCl, 

0,2 M de NaOH, 0,3% de Tween 20, pH 8,0) duas vezes por 15 min, e uma vez por 5 min em 

uma solução contendo 0,2 M de Dietanolamina (pH 9,5) e 2 mM de MgCl2. Em seguida, uma 

solução detectora de fluorescência (AttoPhos® AP Fluorescent Substrate System, Promega 

Corporation, Madison, WI, EUA) foi adicionada às membranas. Finalmente, as membranas 

foram escaneadas e as imagens captadas pelo Sistema de Imagens Storm TM 860 (Molecular 

Dynamics, GE Healthcare Life Sciences), utilizando-se o software ImageQuant versão 5.2 (GE 

Healthcare Life Sciences). Os sinais emitidos foram avaliados visualmente por comparação 

com os controles de 105 e 106 células bacterianas para as espécies testes na mesma membrana. 

Os sinais foram registrados como: 0: não detectado; 1: <105 células; 2: ~105 células; 3: 105-106 

células; 4: ~106 células; 5: >106 células. A sensibilidade da técnica desse teste foi ajustada para 

permitir a detecção a partir de 104 células de uma determinada espécie, através do ajuste de 

cada sonda de DNA. Este procedimento foi realizado com o objetivo de se obter a mesma 

sensibilidade de detecção para cada espécie. A ausência de detecção foi computada como zero, 

no entanto níveis entre 1-1000 poderiam estar presentes. 
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4.6 Identificação e caracterização fenotípica de Enterococcus spp. e Bacilos Gram-

negativos 

 

Foram realizados o isolamento e cultivo de cepas de Enterococcus para avaliação de 

fatores de virulência e perfil de susceptibilidade diretamente após a coleta das amostras. As 

amostras estocadas em tubos criogênicos contendo caldo Micoplasma com 5% de DMSO 

foram transferidas para tubos contendo 5 ml de caldo Enterococcosel e caldo BHI (Becton 

Dickinson, Heidelberg, Alemanha) e incubadas a 37C por um período de até 48 horas. As 

amostras crescidas em Enterococcosel e BHI foram inoculadas em placas contendo Agar Bile 

Esculina (ABE) (Plastlabor) e incubadas a 37C por até 48 horas (Figura 5). As amostras foram 

caracterizadas como Enterococcus através da hidrólise da esculina em presença de bile, aspecto 

morfotintorial através da coloração de Gram, sendo a positividade do teste feita pelo 

escurecimento do meio, em função da hidrólise da esculina em esculetina, na presença de 40% 

de bile (v/v). Sendo posteriormente as amostras de enterococos confirmadas através da 

Espectrometria de Massa por Ionização e Dessorção a Laser Assistida por Matriz (MALDI-

TOF Microflex LT, Bruker Daltonics). As amostras negativas foram confirmadas após 7 dias 

de incubação. As cepas identificadas como enterococos foram recultivadas para estocagem em 

caldo Micoplasma com 5% DMSO, e, também, inoculadas em meio Mueller-Hinton para a 

realização do antibiograma. 

Já para o isolamento e cultivo dos Bacilos Gram-negativos, após a coleta do biofilme 

subgengival, as amostras estocadas em tubos criogênicos contendo Micoplasma-DMSO foram 

transferidas para tubos contendo 5 ml de caldo GN, caldo BHI, caldo BHI com 10 µg de 

Ceftriaxona (DME- Diagnósticos Microbiológicos Especializados, Araçatuba, São Paulo) e 

incubadas a 37C por um período de até 48 horas como demonstrado na Figura 6. As amostras 

crescidas foram inoculadas em placas contendo Agar Mac Conkey (Plastlabor) e incubadas a 

37C por até 48 horas. Para confirmação da mesma foi realizada através da Espectrometria de 

Massa por Ionização e Dessorção a Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF). 
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Figura 5. Identificação e caracterização fenotípica de Enterococcus spp.  

 

 

 

Figura 6. Identificação e caracterização fenotípica de bacilos Gram-negativos. 

 

4.6.1 Confirmação de identificação através da Espectrometria de Massa por Ionização e 

Dessorção a Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF) 

 

Em um fluxo laminar, posterior a incubação, as colônias bacterianas isoladas foram 

coletadas com auxílio de palitos de madeira estéreis e em seguida depositadas em duplicata, na 

placa metálica (Sample target) utilizada no espectrômetro de massa MALDI-TOF Microflex 

LT (Bruker Daltonics). Após a completa secagem do material bacteriano, foi adicionado a cada 

amostra, 1 µL da matriz composta por ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico preparado em 

acetonitrila 50% e ácido trifluoroacético 2,5%. A cepa E. coli DH5α foi utilizada para calibrar 

as análises e como controle do processamento das amostras.  

Os espectros de massa das amostras foram obtidos no modo linear, com os seguintes 

parâmetros: frequência de laser 20 Hz; voltagem das fontes iônicas 1 e 2, 20 k V e 18,6 k V 
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respectivamente; faixa de massa molecular 2.000 a 20.000 Da. Os espectros de massa foram 

coletados através do somatório de 240 disparos do laser, adquiridos através de 4 grupos de 60 

disparos lançados em regiões distintas, aleatoriamente selecionadas, em um poço contendo a 

amostra alvo na placa metálica. O espectro das proteínas ribossômicas da cepa E. coli DH5α 

foram utilizadas como referência para calibrar os espectros das amostras. Após esta calibração, 

os espectros de massa obtidos para cada amostra foram processados pelo software Biotyper 

versão 3.1 (Bruker Daltonics), que realiza uma pesquisa em sua biblioteca de espectros de 

referência para encontrar o espectro que mais se assemelhava ao obtido como a referida 

amostra. O software designa os dez microrganismos que apresentam maior semelhança com a 

amostra testada, organizados de acordo com a pontuação (score) obtida, que variou entre 0,0 e 

3,0. De acordo com o fabricante, o critério sobre a identificação microbiana ocorreu da seguinte 

maneira: Score igual ou maior que 2,3 foi considerado como identificação altamente confiável 

para a espécie, entre 2,00 e 2,29 foi considerado como identificação confiável para o gênero e 

provável para a espécie bacteriana, score entre 1,70 e 1,9 foi considerado como identificação 

provável apenas para o gênero bacteriano, enquanto escores de identificação abaixo de 1,69 

foram classificados como não confiáveis.  

 

4.7 Determinação da Susceptibilidade aos Antimicrobianos dos Isolados de Enterococcus 

spp. 

 

O perfil de susceptibilidade das cepas de enterococos foi determinado frente a 9 

antimicrobianos (CLSI, 2018). As amostras foram inicialmente semeadas em Tripticase Soy 

Agar (TSA), por 18 a 24horas, a 35°C. O crescimento microbiano foi então diluído em solução 

salina 0.85% (p/v) para obtenção do padrão de turvação 0.5 da escala de McFarland (~108 

UFC/mL), e inoculado em placa de ágar Müeller-Hinton (Difco Laboratories), com auxílio de 

um “swab”, de forma a obter um crescimento confluente. Os discos foram depositados sobre o 

meio e a leitura dos halos de inibição feita após 16-18h de incubação a 35°C (Figura 7). As 

amostras foram testadas frente aos seguintes antimicrobianos: ciprofloxacina (5g), ampicilina 

(10g), vancomicina (30g), eritromicina (15g), doxiciclina (30g), minociclina (30g), 

rifampicina (6g), cloranfenicol (30g), linezolida (30g),(Cecon, Rio de Janeiro, Brasil). A 

interpretação do teste foi realizada conforme o CLSI (2018) e a amostra padrão E. faecalis 

ATCC 25923 utilizada como controle do teste. 
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Figura 7. Antibiograma- técnica de disco-difusão de uma cepa de E. faecalis. 

 

4.8 Identificação Genotípica dos Fatores de Virulência das Espécies de Enterococcus spp. 

 

A extração de DNA das cepas de enterococos isoladas foi realizada pela metodologia 

de fenol-clorofórmio descrita por Smith e colaboradores (1989). Após extração, a concentração 

do DNA foi analisada pelo NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Estados Unidos 

da América).  Através do método de PCR, foram avaliados os genes que codificam os seguintes 

fatores de virulência:  Antígeno de ligação ao colágeno (ace), substância de agregação (asa e 

asa 373), biofilme em superfícies plásticas (bopD), ativador de hemolisina (cylA), antígeno de 

endocardite (efaA), gelatinase (gelE), proteína de superfície (esp) e o locus que regula a 

produção de gelatinase (ef1841/fsrFsrC). As reações de PCR foram realizadas em um volume 

final de 50 l, contendo 5 l (~200 ng) de tampão PCR 10X (200mM de Tris-HCl, pH 8.0 e 

500mM de KCl) (Invitrogen SP, Brasil), 2 mM de MgCl2 (Invitrogen), 1,25U de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen) e 0,2 mM de desoxinucleotídeos trifosfatados (Invitrogen), 20 pmol de 

cada primer e 5 l de DNA das cepas isoladas das amostras clínicas. A sequência dos 

iniciadores, bem como as condições utilizadas para a realização do PCR de todos os fatores de 

virulência estão listados na Table S2 do manuscrito II. 

 

4.9 Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos dos Bacilos Gram-negativos 

 

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos para os BGN foi realizado para todas 

as cepas isoladas. As amostras inicialmente foram semeadas em TSA, por 18-24h, a 35°C. O 

crescimento microbiano foi então diluído em solução salina 0.85% (p/v) para obtenção do 

padrão de turvação 0.5 da escala de McFarland (~108 UFC/mL), e inoculado em placa de ágar 
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Müeller-Hinton (Difco Laboratories), com auxílio de um “swab”, de forma a obter um 

crescimento confluente. Os discos foram depositados sobre o meio e a leitura dos halos de 

inibição feita após 16-18h de incubação a 35°C. Para as cepas isoladas de Enterobacteriaceae 

foram testadas os seguintes antimicrobianos: ampicilina (10µg), amoxicilina-clavulonato 

(20/10µg), cefoxitina (30µg), amicacina (30µg), gentamicina (10µg), cefalotina (30µg), 

cefazolina (30µg), ceftazidima (30µg), cefuroxima (30µg), cefepima (30µg), ceftriaxona 

(30µg), sulfametoxazol-trimetoprim (1.25/23.75µg), ciprofloxacina (5µg), imipenem (10µg) 

(Cecon, Rio de Janeiro, Brasil), sendo a interpretação do teste baseada no CLSI (2018) e as 

cepas padrão E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 utilizada como controle do 

teste. Para as cepas identificadas como P. aeruginosa foram utilizadas os antimicrobianos: 

piperacilina-tazobactam (100/10µg), ceftazidima (30µg), cefepima (30µg), imipenem (10µg), 

aztreonam (30µg), gentamicina (10µg), tobramicina (10 µg), amicacina (30 µg), ciprofloxicina 

(5µg)(Cecon, Rio de Janeiro, Brasil), sendo a cepa controle  Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853. Para as espécies de Acinetobacter, foram utilizados ampicilina-sulbactam ( 10/10 µg), 

piperacilina-tazobactam ( 100/10 µg), ceftazidima (30µg), cefepima (30µg), ceftriaxona (30 

µg), imipenem (10µg), gentamicina (10µg), tobramicina (10µg), amicacina (30µg), 

doxicliclina (30µg), minociclina (30µg), trimetoprim-sulfametaxazol ( 1.25/23.75 µg), 

ciprofloxacina (5µg) (Cecon, Rio de Janeiro, Brasil), sendo a P. aeruginosa ATCC 27853 

utilizada como controle. Já para as S. maltophilia foram usados Trimetoprim-sulfametoxazol 

(1.25/23.75µg), levofloxacino (5µg), minociclina (30µg) (Cecon, Rio de Janeiro, Brasil) e a 

E.coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 como controle (Figura 8). 
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Figura 8: Antibiograma.  a) Semeadura de cepa de Enterobacteriaceae utilizando um inóculo 

de 0,5 da escala de Mcfarland sobre meio Muller-Hinton. b) Deposição dos discos de 

antimicrobianos sobre a placa com o isolado semeado. c) Halos de inibição de crescimento de 

Serratia marcescens após 18 horas de inoculação. d) Halos de inibição de crescimento de 

Pseudomonas aeruginosa após 18 horas de inoculação.  

 

4.9.1 Detecção de Cepas com Redução da Sensibilidade ou Resistência aos Carbapenemas 

para BGN 

 

Para detecção de cepas que apresentaram redução da sensibilidade aos carbapenemas 

foi utilizado o protocolo de hidrólise de imipenem em espectrofotômetro ultravioleta-visível 

(UV-VIS). Foi realizado este protocolo apenas para as cepas que não apresentam resistência 

intrínseca aos carbapenemas. O espectro de absorção de imipenem em solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) 0,1M, pH 7,0, foi realizado dentro do comprimento de onda de 

297nm (Takeuchi et al., 2018).  Na fase pré-analítica, 500 μl de PBS foram adicionados a um 

microtubo, e uma quantidade robusta de bactérias inoculadas com o auxílio de uma alça 

descartável estéril. O material foi sonicado com cinco pulso de 5 segundos com intervalo de 

cinco segundos entre eles. Posteriormente, a suspensão foi centrifugada a 8,120 x g por 5 

minutos e o sobrenadante recuperado. A fase analítica consistiu na de adição de 50 μl da 

suspensão bacteriana a 800 μl de uma solução de PBS contendo imipenem (200μg/ml). A 

atividade hidrolítica das cepas foi medida de acordo com a diminuição de absorbância do 

imipenem por leitura espectrofotométrica. 
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4.9.2. Detecção Fenotípica de ESBL 

 

Para a realização da detecção fenotípica da produção de ESBL, foi utilizada a 

metodologia do disco-aproximação (Jarlier et al., 1988). Sendo preparada uma suspensão 

bacteriana com turbidez correspondente a 0.5 da escala de McFarland foi preparada. Após 

homogeneização, a suspensão foi semeada em placa de ágar Müeller-Hinton utilizando swab 

estéril. Para a técnica da disco-aproximação, foram dispensados os discos de aztreonam (30μg), 

ceftriaxona (30μg), ceftazidima (30μg) e cefepima (30μg) a uma distância de 30 mm (centro a 

centro) de um disco de amoxicilina/ácido clavulânico (30μg/10μg), que foi colocado no centro 

da placa. Os discos utilizados foram da Oxoid® (Basingstoke, Inglaterra). As placas foram 

incubadas de 18-24 horas, em temperatura de 35°C, sendo o teste da disco-aproximação 

considerado positivo para a produção de ESBL quando houve o aparecimento de deformações 

do halo de inibição ou o de uma zona fantasma entre o substrato e o inibidor. Para o controle 

de qualidade, foram incluídas nos testes de detecção fenotípica a cepa de K. pneumoniae ATCC 

700603, produtora de ESBL, e a cepa de E. coli ATCC 25922, como controles negativos.  

 

4.9.3. Detecção genotípica para Carbapenemases e ESBL 

 

A detecção dos genes de resistência foi realizada através da metodologia do PCR. A 

presença de beta-lactamases de espectro estendido foi avaliada por PCR direcionada aos genes 

blaTEM, blaSHV e blaCTX-M   e, para detectar carbapenamases, os genes blaIMP, blaVIM, blaSIM, 

blaGIM, blaVIM, and blaSPM, blaKPC, blaNDM-1, blaGES e blaOXA-48 (Tabela 4). Para realização da 

PCR foi utilizada uma solução de reação contendo GoTaq Green Master Mix 2X (Promega, 

Madison, USA), primers a 10 pmol, água estéril e DNA (~100 ng/µl). Todas as corridas de 

PCR foram realizadas usando controles positivos e água livre de RNase como controle 

negativo. As condições de PCR são descritas na Tabela 1S do manuscrito I. 

 

4.10. Análise de Dados 

 

Os dados foram analisados através do programa estatístico Statistical Package for the 

Social Sciences versão 23.0 (IBM Brasil, SP, Brasil). A entrada de dados foi realizada pela 

investigadora (L.C.P.E.), e sob supervisão de uma investigatora sênior (A.P.V.C.).  

Para a metodologia dos enterococos, os dados clínicos e demográficos, bem como a 

frequência de detecção de enterococos, fatores de virulência, susceptibilidade antimicrobiana 
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foram calculadas para cada indivíduos e, em seguida, calculada a média para cada grupo 

clínico. A prevalência de microrganismos subgengival foi determinada através da técnica do 

Cherckerboard, sendo calculada a média por paciente e por grupos. As diferenças entre os 

grupos em relação a todos os parâmetros analisados foram realizadas pelos testes do Qui-

quadrado, Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. As associações entre a detecção de enterococos, 

fatores de virulência, susceptibilidade antimicrobiana e a prevalência da microbiota 

subgengival realizadas pelos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. O nível de 

significância adotado de 5%. 

Já para os isolados de bacilos Gram-negativos, os parâmetros clínicos e demográficos 

também foram calculados para cada indivíduo e, em seguida, para cada grupo clínico 

periodontal. A frequência de BGN, bem como de cepas resistentes a um ou mais 

antimicrobianos foi calculada para cada grupo clínico. As diferenças para todos os parâmetros 

entre os grupos foram analisadas pelos testes de Qui-quadrado, teste exato de Fisher e Kruskal-

Wallis. O nível de significância adotado foi de 5%. 
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Abstract 

Background: This study aimed to determine the prevalence and antimicrobial susceptibility 

of Gram-negative bacilli (GNB) isolated from subgingival biofilm of individuals with different 

periodontal conditions. 

Methods: Subgingival biofilm was obtained from 362 individuals with periodontal health (PH, 

n=81), gingivitis (G, n=74) and periodontitis (P, n=207), cultivated in broth and selective media 

(MacConkey agar). GNB were isolated and identified by MALDI-ToF. Antimicrobial 

susceptibility was determined by CLSI disk diffusion. Production of ESBL and 

carbapenemases were evaluated by double disk synergy test and spectrophotometric detection 

of imipenem hydrolysis, respectively, and ESBL and carbapenemase encoding genes were 

surveyed by PCR. Differences among groups were examined by Chi-square, Kruskal-Wallis 

or Mann-Whitney tests.  

Results: GNB were isolated from 36.2% of all samples, with a significantly greater prevalence 

(p<0.001) in P patients (46.4%) compared to PH (22.2%) and G (22.9%). Pseudomonas 

aeruginosa (27.5%), Enterobacter cloacae (16.8%) and Enterobacter asburiae (10.7%) were 

the most predominant species. Resistance/reduced sensitivity to ≥ 1 antimicrobial was found 

in 60% of GNB from all groups, whereas only 4.6% were multidrug resistant. High resistance 

rates were seen in the Enterobacteriaceae family for cefoxitin (50.9%), cephalotin (49.1%), 

amoxicillin-clavulanate (47.3%) and cefazolin (42.9%). One strain of K. pneumoniae showed 

resistance/reduced sensitivity to imipenem, although the ESBL-phenotype and PCR targeting 

beta-lactamase encoding genes were negative. 

Conclusion: High frequency of antimicrobial resistance/intermediate sensitivity was observed 

in GNB isolated from periodontitis-related subgingival microbiota. The subgingival biofilm 

may be a source of opportunistic resistant GNB, which may hinder the response to periodontal 

therapy. 
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1 Introduction 

Periodontal disease (PD) is characterized by a chronic inflammatory process resulting 

from a dysbiosis of the associated polymicrobial biofilm in a susceptible host that may lead to 

loss of periodontal attachment, alveolar bone destruction, and eventual tooth loss.1-4 Although 

the dysbiotic periodontal pathogenic biofilm is the primary etiological factor, the disease is 

modulated by genetic, environmental and behavioral host-related factors in different 

individuals.3,5-6 Periodontal diseases have also been shown to contribute to the development or 

aggravation of other systemic inflammatory conditions of the human organism. 7-9 

Interest has been increasing in the search for opportunistic pathogens in the oral cavity, 

especially biofilm-growing microorganisms present in the dental biofilm, which tend to be less 

susceptible to antimicrobials and the immune system. 10 These and other biofilm-related 

features in the oral cavity may lead to serious clinical implications, including the development 

of an oral focus of pathogens associated with systemic human infections, reinfection and 

therapeutic failure. 9-10 

Microbial species normally associated with infections in other parts of the human 

organism, as well as environmental species have been described in high proportions and levels 

in individuals and sites with periodontal diseases.10-13 Thus, the oral cavity can in fact function 

as a reservoir for several pathogens of medical importance, including Gram-negative 

microorganisms, particularly of the Enterobacteriaceae family, which present a wide range of 

virulence factors and resistance to several antimicrobials. Colonization by these species may 

be facilitated by or may contribute to a dysbiotic condition of the periodontal microbiota 

normally seen in patients with periodontal diseases.  

Regardless of a possible role of these microorganisms in the etiopathogenesis of these 

diseases, this investigation aimed to assess the prevalence of gram-negative bacilli (GNB) in 

subgingival biofilm samples from patients with different periodontal conditions, to determine 

their antimicrobial susceptibility profile and address the occurrence of ESBL and 

carbapenemase producers. 

 

2 Materials and methods 

2.2 Ethical statement 

This cross-sectional study was conducted in full accordance with the Helsinki 

Declaration of 1975, as revised in 2013. The study protocol was approved by the Human 

Research Ethics Committee of the Clementino Fraga Filho Hospital of the Federal University 
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of Rio de Janeiro (UFRJ), Brazil (CAEE: 31911214.0.0000.5257). To participate, individuals 

were informed about the risks and benefits of the study and signed an informed consent form. 

 

2.3 Sample population  

Participants were recruited from the Division of Graduate Periodontics of the School of 

Dentistry at UFRJ, between November/2017 and December/2019. Subjects had to be ≥ 18 

years-old and present at least 18 teeth. Exclusion criteria included presence of chronic 

inflammatory systemic diseases, use of topical or systemic antimicrobials in the last 6 months, 

use of anti-inflammatory drugs in the last 3 months, periodontal therapy in the last 6 months, 

need for antibiotic prophylaxis, orthodontic treatment, pregnancy or nursing. Eligible 

individuals were clinically examined and diagnosed as presenting periodontal health (PH), 

gingivitis (G) or periodontitis (P), according to the current classification with modifications.14  

 

2.4 Study outcome and sample size 

The primary outcome variable was the prevalence of GNB in the subgingival biofilm 

of individuals with periodontal health or disease. The sample size calculation took into 

consideration an estimated alpha error of 5%, 85% of power, a 2:1 case/control ratio to detect 

a 15% difference in prevalence of GNB between periodontal diseases (G and P) and PH. 

Assuming a possible loss of 10%, a total of 169 individuals in the periodontal diseases group 

and 81 in the health group were estimated. 

 

2.3 Clinical examination 

At the first visit, patients were evaluated regarding demographic, medical and dental 

health history by questionnaires. Periodontal clinical measurements were performed by a single 

calibrated examiner (L.C.P.E.) using a North Carolina probe*. Calibration was carried out in 

20 patients with PH, G and P who were not included in the study. Pairs of examinations were 

conducted in each individual within 1-week interval between them. Intra-class correlation 

coefficients for probing depth (PD) and clinical attachment level (CAL) were 0.90 and 0.92, 

respectively. The periodontal parameters evaluated included PD and CAL (mm), and presence 

of supragingival biofilm (SB), bleeding on probing (BOP), gingival inflammation (GI), 

calculus index (CA) and suppuration (SUP), at 6 sites per tooth of all teeth, except third molars. 

All individuals with G and P and other dental needs were referred for treatment at the 

Department of Dental Clinic of the School of Dentistry of UFRJ. 
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2.4 Subgingival biofilm sampling 

For each patient, after removal of supragingival plaque, subgingival biofilm samples 

were taken with sterile curettes† from 8 periodontal sites (2 sites per quadrant, 1 posterior and 

1 anterior tooth), pooled into cryogenic tubes containing Mycoplasma broth‡ with 5% Dimethyl 

sulfoxide (DMSO)§, and immediately transported to the laboratory for processing. Samples 

from 8 healthy sites were obtained from PH patients, 8 sites with gingival bleeding from G 

patients, and 8 sites with the deepest periodontal pockets from P patients. 

 

2.5 Isolation and identification of Gram-negative bacilli 

For isolation and cultivation of GNB, subgingival biofilm samples stored in tubes with 

Mycoplasma broth‡ and 5% DMSO§ were vigorously mixed and then inoculated into Gram-

negative broth ǁǁ, Brain Heart Infusion broth (BHI)¶, and BHI broth¶ with Ceftriaxone#, at 37°C 

for 48h. Cultures with microbial growth were subsequently plated on MacConkey Agar** 

medium and incubated at 37°C for 48h. Colonies grown on plates were isolated, checked for 

purity, cell morphology and Gram staining, transferred to pure culture and then identified by 

matrix assisted laser desorption mass spectrometry††. 

 

2.6 Antimicrobial susceptibility analysis 

Antimicrobial susceptibility profile was assessed by disk diffusion according to the 

Clinical and Laboratory Standards Institute recommendations.15 Isolated strains were initially 

seeded on Tripticase Soy Agar‡‡ plates for 18-24h at 35°C. Bacterial suspension were prepared 

in 0.85% saline solution to reach 0.5 McFarland turbidity standard (~ 108 CFU / mL) and 

inoculated onto Müeller-Hinton agar§§ plates to achieve confluent growth. The antibiotic discs 

were deposited on the inoculated plates and the inhibition zones read after 16-18h of incubation 

at 35 °C. For Enterobacteriaceae, antimicrobials tested included ampicillin (10µg), 

amoxicillin-clavulanate(20/10µg), cefazolin (30µg), cefoxitin (30µg), cefuroxime (30µg), 

ceftriaxone (30µg), ceftazidime (30µg), cefepime (30µg), amikacin (30µg), gentamicin (10µg), 

trimethoprim-sulfamethoxazole (1.25/23.75µg), ciprofloxacin (5µg) and imipenem (10µg)ǁǁǁǁ. 

For P. aeruginosa, the antimicrobials piperacillin-tazobactam (100/10 µg), ceftazidime (30µg), 

cefepime (30µg), imipenem (10µg), aztreonam (30µg), gentamicin (10µg), tobramycin (10µg), 

amikacin (30µg), and ciprofloxacin (5µg)ǁǁǁǁ were tested, whereas Acinetobacter species were 

tested for susceptibility against ampicillin-sulbactam (100/10 µg), piperacillin-tazobactam 

(100/10 µg), ceftazidime (30µg), cefepime (30µg), ceftriaxone (30µg), imipenem (10µg), 

gentamicin (10µg), tobramycin (10µg), amikacin (30µg), doxycycline (30µg), minocycline 
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(30µg), trimethoprim-sulfamethoxazole (1.25/23.75µg), and ciprofloxacin (5µg).ǁǁǁǁ Strains 

identified as Stenotrophomonas maltophilia were tested for trimetoprim-sulfamethoxazole 

(1.25/23.75µg), levofloxacin (5µg), minocycline (30µg).ǁǁǁǁ E.coli ATCC 25922 and P. 

aeruginosa ATCC 27853 were tested as controls. 

 

2.7 Phenotypic detection of extended-spectrum beta-lactamase producers (ESBL) 

The phenotypic production of ESBL was assessed by the double disk synergy test.16 A 

bacterial suspension with turbidity corresponding to the 0.5 McFarland turbidity standard was 

prepared, and after homogenization, the suspension was seeded on two Müeller-Hinton agar§§ 

plates. Aztreonam (30μg), ceftriaxone (30μg), ceftazidime (30μg) and cefepime (30μg) discs 

were placed at a distance of 30 mm (centre-to-centre) from an amoxicillin/clavulanate disc 

(30μg/10μg)¶¶. The plates were incubated for 18-24 h, at 35°C, and the test was considered 

positive for ESBL production when there were deformations of the inhibition zone or a 

phantom zone between the substrate and the inhibitor. For quality control, the ESBL-producing 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 and E. coli ATCC 25922 were included as positive and 

negative controls, respectively. ESBL encoding genes were investigated by PCR targeting the 

blaTEM, blaSHV, blaGES, and blaCTX-M1, -M8, -M9. PCR was performed in a 20 µl 

reaction solution containing GoTaq Green Master Mix 1x##, 10 pmol of each primer, sterile 

water, and the strain DNA (~100 ng/µl). All the PCR runs were performed using positive 

controls and RNase-free water as negative control. The PCR protocols are described in 

supplemental Table S1. 

 

2.8 Phenotypic and genotypic detection of carbapenemase production 

Ultraviolet-visible (UV–VIS) spectrophotometry was used to assess the hydrolytic 

activity of carbapenemases among isolates showing decreased susceptibility or resistance to 

imipenem. The absorption spectrum of imipenem in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS), 

pH 7.0, was examined within a wavelength of 297 nm.17 In the pre-analytical phase, 500 µl of 

PBS was added to a microtube, and a robust amount of bacteria inoculated with the aid of a 

sterile disposable loop. The material was sonicated with five pulses of 5 seconds, with five 

second-interval between them. Subsequently, the suspension was centrifuged at 8,120 x g for 

5 minutes, and the supernatant recovered. The analytical phase consisted of adding 50 µl of the 

bacterial suspension into 800 µl of a solution of PBS containing imipenem (200µg/ml). The 
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tested strains hydrolytic activity was measured according to the decrease in imipenem 

absorbance by spectrophotometry reading.  

Isolates showing consistent decrease were considered positive for carbapenemase 

production and were submitted to PCR targeting the carbapenemase-encoding genes blaIMP, 

blaVIM, blaSIM, blaGIM, and blaSPM, blaKPC, blaGES, blaNDM-1 and blaOXA-4818,19 

(Table S1), as described above. 

 

2.9 Statistical analysis 

Statistical tests of the data were performed with the Statistical Package for the Social 

Sciences 21.0***. Data entry was carried out by one investigator (L.C.P.E.), and error proofed 

by a senior investigator (A. P. V.C.). Clinical and demographic parameters were computed for 

each individual, and then within each group. Frequency of detection of different species of 

GNB, as well as of resistant strains to one or more antimicrobial was calculated for each clinical 

group. Differences for all these parameters among groups were sought by Chi-square, Fisher’s 

exact and Kruskal-Wallis tests. The level of significance was set at 5%. 

 

3 Results 

3.1 Study population characteristics 

The flow chart of the study population is presented in Figure 1. Out of 544 screened 

patients, 362 were eligible for the study based on the selection criteria. These patients were 

clinically evaluated and their periodontal clinical status classified into major groups: PH (n = 

81); G (n = 74) and P (n = 207).3 

Demographic and clinical data of 362 individuals of the study population who were 

positive or negative for GNB are presented in Table 1. Overall, P patients presented more 

periodontal destruction and inflammation, as well as greater proportion of older individuals, 

African-Americans, and individuals with lower social-economic level than patients in the other 

groups (Chi-square and Kruskal-Wallis tests, p<0.05). When comparing GNB+ and GNB- 

individuals with the same periodontal status, gingivitis GNB+ patients presented significantly 

higher income and less sites with bleeding than GNB- gingivitis individuals. Moreover, PH 

GNB+ individuals presented more supragingival plaque than PH GBN- individuals (Mann-

Whitney test, p<0.05). No significant differences regarding mean % of sites with suppuration 

were detected among clinical groups who were positive for GNB; however, in the groups with 

samples negative for GNB, a higher prevalence of former smokers and sites with SUP were 

observed in the P group compared to the PH and G groups (Kruskal-Wallis test, p<0.05). 
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3.2 High prevalence of GNB species in periodontitis-associated subgingival biofilm 

A total of 131 strains isolated from 362 subgingival biofilm samples (36.2%) were 

positive for GNB after cultivation in selective media. Figure 2 shows the relative frequency 

distribution of all 131 isolates at the family (6), genus (13) and species (25) levels. Of the three 

predominant genera (Enterobacter - 32.1%; Pseudomonas - 29.8%; and Klebsiella - 14.5%), 

the most prevalent species were P. aeruginosa (26.9%), Enterobacter cloacae (16.9%), 

Enterobacter asburiae (10.8%), and K. pneumoniae (8.5%).  

Regarding the distribution of GNB among clinical groups, a significantly higher 

number of GNB was isolated from subgingival biofilm samples of P patients (46.4%) compared 

to PH (22.2%) and G (22.9%) individuals (Fig. 3). Moreover, 73.3% of the 131 GNB strains 

were isolated from periodontitis samples (Chi-square, p < 0.001). Nevertheless, no significant 

differences (Chi-square, p > 0.05) in the prevalence of GNB species among clinical groups 

were observed (Figure 3). One can note that the P group presented more diversity of species 

than the other groups. Five isolates identified as Cupriavidus pauculos and four as S. 

maltophilia were exclusively found in P subgingival biofilm samples (Fig. 3). 

In order to correlate GNB species with demographic and clinical parameters of disease 

in all individuals and within each clinical group, continuous variables were dichotomized into 

values corresponding to ≤ median or > median of each parameter. Strains of the most 

predominant families, Enterobacteriaceae and Pseudomonadaceae, were isolated significantly 

more often from women and individuals with high educational level (Chi-square, p < 0.05), in 

particular the species E. asburiae, E. cloacae and P. aeruginosa, in the P group (p<0.01). In 

contrast, E. cloacae and P. aeruginosa were more frequently isolated from non-smokers and 

younger individuals (≤ 43 years of age) with PH (p<0.05). No associations between the 

frequency of any of the 25 GNB species identified and dichotomic periodontal clinical 

parameters were observed (data not shown).  

 

3.3 Antimicrobial susceptibility of GNB from subgingival biofilm 

Of the 131 GNB strains isolated and identified, 86 were recovered for antibiogram 

testing. Over 97% of these isolates belonging to the families Enterobacteriaceae (genera 

Enterobacter, Klebsiella, Escherichia, Serratia, Citrobacter, Proteus and Pantoea), 

Pseudomonadaceae (genus Pseudomonas), Moraxellaceae (genus Acinetobacter) were 

susceptible to the antibiotics amikacin, gentamicin, ceftazidime, cefepime, ciprofloxacin and 

imipenem. For 55 isolates of the Enterobacteriaceae family, higher resistance rates were 
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observed for cefoxitin (50.9%), amoxicillin-clavulanate (47.3%) and cefazolin (42.9%). The 

predominant species resistant to these antimicrobials were Serratia marcescens, E. cloacae and 

Enterobacter kobei. In contrast, other Enterobacteriaceae species such as E. coli, Proteus 

mirabilis and Pantoea dispersa were susceptible to all antimicrobials tested, as well as S. 

maltophilia. Out of the 86 strains tested, 60.5% presented resistance and/or intermediary 

susceptibility to at least one antimicrobial, whereas only 4.6% were multidrug resistant, 

including two strains of E. cloacae, one K. pneumoniae and one K. oxytoca (supplemental 

Table S2).  

Comparisons of the frequency of resistant strains among periodontal groups showed 

no significant differences for all antimicrobials tested, except for ceftriaxone which presented 

higher resistance rates for strains isolated from PH individuals (3/7) compared to strains from 

G (1/9) and P patients (1/40) (Chi square test, p = 0.014; data not shown). The overall resistance 

rate for this cephalosporin of third generation was 8.9% (Table S2). 

 

3.4 Reduced sensitivity to carbapenems, but no detection of ESBL and carbapenemase-

encoding genes 

Only one strain of K. pneumoniae isolated from periodontitis showed reduced 

susceptibility to imipenem measured by hydrolytic activity. This strain was also resistant to 

imipenem by the disc diffusion test. However, this strain did not carry any of the ESBL or 

carbapenemase-encoding genes surveyed. (supplemental Table S2).  

 

4 Discussion 

Although there is now a more general consensus that the oral cavity, in particular the 

dental biofilm, provides a reservoir for the establishment a wide range of non-oral pathogenic 

microorganisms, they are still considered merely transient organisms 20,21, which role in the 

oral microbiome and diseases remains unclear.22-24 GNB of the Enterobacteriaceae family, for 

instance, are common members of the human gut microbiome, implicated in several infectious 

diseases. They are known to present a large arsenal of virulence factors and resistance to 

multiple antimicrobials. In addition, they are able to integrate and interact with oral species 

within the dental biofilm, presenting a potential source of horizontal dissemination of multidrug 

resistance genes to the oral community.25 Worldwide epidemiological research reports 

different rates of prevalence of these organisms in the oral cavity of heathy individuals.20-24,26-

31 However, limited data on the frequency of detection of these species in the dysbiotic 

subgingival biofilm associated with periodontitis are available. Therefore, this investigation 
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focused on determining the carriage and identification of GNB in the subgingival biofilm of 

individuals with periodontal health and diseases, and more importantly, on analyzing the level 

of susceptibility of these strains to various antimicrobials. 

An overall prevalence of 36.2% of GNB was observed, with a significantly increased 

frequency in subgingival biofilm samples associated with periodontitis (46.4%), corroborating 

data reported in other studies.21-23,32-33 Nevertheless, the detection of these microorganisms in 

the oral cavity and/or periodontal pockets seems to vary widely among studies with different 

populations, severity of disease, sampling techniques, methods of identification and analysis.22, 

24,32 Detection rates from 14% in North Americans with periodontitis33 to 60-90% in 

periodontitis individuals from Romania34, Sudan35 and India36 have been reported. The high 

prevalence in certain locations can be attributed to contamination of drinking water or food, 

inefficient oral hygiene, limited access to oral health care, differences in microbiome 

composition from distinct geographic areas34-36, host immunosuppression, as well as to massive 

or uncontrolled utilization of antimicrobials that may lead to the overgrowth of multidrug 

resistant organisms in the subgingival microenvironment.34 

Despite the fact that GNB and other opportunistic microorganisms may be transient 

members in the oral cavity, the persistence of a dysbiotic biofilm associated with periodontal 

diseases may favor a long-term colonization by these pathogens, which may directly or 

indirectly contribute to periodontal inflammation and tissue destruction.22-24,37 In fact, 

synergistic relationships between non-oral pathogens and oral/periodontal species within the 

biofilm have been reported. 22-24,37 Ardila et al.22 showed the synergic relationship between 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) and P. aeruginosa. Moreover, P. aeruginosa 

was strongly correlated with PD and CAL > 5 mm, as well as periodontal pockets harboring 

Gram-negative rods correlated with detection of Aa, Porphyromonas gingivalis and Prevotella 

intermedia.  

A greater diversity of GNB species were identified in the periodontitis samples, but no 

significant differences among groups were seen. P. aeruginosa (27.5%), E. cloacae (16.8%), 

E. asburiae (10.7%) and K. pneumoniae (8.4%) were the most common species identified 

among the GNB isolates, supporting the findings of other authors.24,25,34 Although microbial 

culture was the method here used, our group found similar frequencies for P. aeruginosa (30-

50%) and K. pneumoniae (8-12%) in subgingival biofilm by utilizing different molecular 

identification methods, such as whole genomic DNA-probes and checkerboard34, PCR32, and 

microarray.31 P. aeruginosa is a major opportunistic pathogen associated with systemic 

infections in immune-compromised and hospitalized patients, as well as individuals with 
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chronic obstructive pulmonary diseases and cystic fibrosis.32,38, 39 Its ability to form biofilm, 

on biotic (lungs) and abiotic surfaces (endotracheal tubes, catheters), makes this species 

resistant to the host immune response and antimicrobial therapies, being that the principal cause 

of mortality in those patients.40, 41 In the oral cavity, it may interact with other oral pathogens 

and colonize the dental biofilm,11 increasing the risk of spreading to the respiratory tract and 

blood stream in immune-deficient and hospitalized individuals.40 

This scenario becomes even more life threatening because many of these 

microorganisms carry multiple genes of resistance that can be easily exchanged among distinct 

species within the dental biofilm. Our findings showed that around 60% of the GNB isolates 

from all clinical groups, tested for susceptibility, showed resistance or reduced susceptibility 

to one or more antimicrobials. Most of them are members of the Enterobacteriacea family, 

resistant to cephalosporins of first and second generations, as well as amoxicillin-clavulanate. 

The predominant species resistant to these antimicrobials were Serratia marcescens, E. cloacae 

and Enterobacter kobei, species intrinsically producers of cephalosporinases. All strains were 

susceptible to amikacin and gentamicin, and only one strain of K. pneumoniae isolated from 

periodontitis was resistant to ciprofloxacin and imipenem. Similar findings were reported by 

several authors investigating these species in samples of the Brazilian population from different 

regions of the country. Gaetti-Jardim et al.41 analyzed saliva, dental plaque and mucosal 

samples from individuals with various periodontal conditions and edentulous. Most of the 

enteric rods resistant to amoxicillin-clavulanate (42%) and cephalotin (34%) were producers 

of beta-lactamases, and low resistance to amikacin, gentamicin, ciprofloxacin and imipenem 

was reported. Barbosa et al. 23 also identified a high susceptibility to ciprofloxacin, but a much 

higher resistance rate to amoxicillin-clavulanate (70%) in enteric rods, pseudomonas and 

Acinetobacter spp. from periodontitis lesions. In another study, resistance to amoxicillin-

clavulanate (57.8%) and cefoxitin (45.3%), as well as high level of multidrug resistance (48%) 

in Enterobacteriaceae isolates from the oral cavity of healthcare staff and workers of a hospital 

was observed. Likewise, Gonçalves et al.24 identified high levels of resistance to amoxicillin-

clavulonate (81%) and multidrug resistance of enteric rods (50%) isolated from periodontal 

pockets. However, the prevalence of Enterobacteriaceae isolates in this study was low (20%). 

Of interest, the authors showed that several of the isolates presented activity of hydrolytic 

enzymes, such as gelatinase, lecithinase, caseinase, elastase, i.e., proteases involved in 

periodontal tissue destruction that could contribute to disease pathogenesis.  

In contrast to these studies, we found a low prevalence (4.6%) of multi-drug resistance. 

It is noteworthy to mention that the few multidrug resistant strains were isolated from patients 
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with medical history of hospitalization and/or antimicrobial therapy in the last 6 months. Only 

one strain of K. pneumoniae resistant to carbapenem (imipenem) was detected/ however, it did 

not carry any of the ESBL and carbapenemases encoding genes surveyed, supporting data by 

Leão-Vasconcelos and co-workers42. In a pilot study, the presence of ESBL-producing 

Enterobacteriaceae in plaque samples of healthy individuals who were fecal carriers of these 

bacteria was an uncommon finding. Conversely, other authors have reported high numbers of 

oral and non-oral GNB producers of various ß-lactamases and carriers of several ß-lactam 

resistance genes in the oral cavity.42-45  

Discrepant findings between phenotypic and genotypic susceptibility analyses may be 

due to several factors, including the existence of different mechanisms of resistance.46-48 Other 

mechanisms such as hyper-production of AmpC ß-lactamase in combination with loss or 

mutation of major outer membrane porins may account for carbapenem resistance. 47,48  

Despite the non-detection of genes to ESBL and carbapenemases, the high resistant 

rate of Enterobacteriaceae species to penicillins and cephalosporins in the subgingival plaque 

has major clinical implications. These drugs are amongst the most prescribed antibiotics in 

dentistry.49 Thus, selective pressure of routinely administered ß-lactams may increase the 

proportion of these cephalosporinase producer GNB in dental plaque, independent of genetic 

acquisition of resistance. Compared to the overuse of broad-spectrum antimicrobials in hospital 

settings, veterinary medicine, agriculture and animal husbandry, 49,50 the contribution of dental 

medicine to global antibiotic resistance is still limited. Nevertheless, recent data have shown 

that 80% of antibiotics prescribed for infectious endocarditis prophylaxis before dental 

procedures, usually broad-spectrum ß-lactams, are unnecessary.49, 50 

Individuals carrying these species in the oral cavity can become true sources of 

infection and reinfection for themselves in other parts of the organism, other individuals and 

the environment. Systemic spreading of microorganisms from the mouth can be even more 

evident in patients with poor oral hygiene, hospitalized and immunosuppressed.40 Therefore, 

preventive and therapeutic measures for controlling periodontitis-related subgingival biofilm 

must be routinely implemented in order to eliminate possible infectious foci with resistant 

microorganisms, and consequently, their potential dissemination and onset of systemic illness. 

 

5. Conclusion 

A relatively high prevalence of Gram-negative bacilli was observed in the subgingival 

microbiota of patients with periodontitis. Increased levels of resistance to antimicrobials 

commonly used in dentistry may hinder the treatment and control of periodontal diseases, and 
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can be a potential source for dissemination to distant body sites, increasing the risk for serious 

infectious systemic infections. 

 

Footnotes 

*UNC-15, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA 

†Gracey curets, scaler Hu-Friedy, Chicago, IL, USA 

‡ Mycoplasma broth, Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brazil 

§ DMSO, Sigma-Aldrich 

ǁǁ Gram-negative broth, Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA 

¶ Brain heart infusion broth, Becton, Dickinson and Company 

# Ceftriaxone, Diagnósticos Microbiológicos Especializados, Araçatuba, SP, Brazil 

** MacConkey agar, Plastlabor, Inhaúma, RJ, Brazil 

†† MALDI-ToF; Bruker Daltonics®, Billerica, MA, USA 

‡‡ Tripticase Soy Agar, Becton, Dickinson and Company 

§§ Müeller-Hinton agar, Becton, Dickinson and Company 

ǁǁǁǁ Antibiotic discs, Cecon, São Paulo, SP, Brazil 

¶¶ Oxoid Brasil, Pinheiros, SP, Brazil 

## GoTaq Green Master Mix 2x, Promega, Madison, USA 

***SPSS, IBM Brazil, SP, Brazil 
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Figure 1. Flow chart of the enrollment of individuals in the study population. A total of 131 GNB 

strains were isolated of subgingival biofilm samples (36.2%) from 362 individuals tested. 
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Figure 2. Frequency of detection (%) of total Gram-negative bacilli isolated from 386 subgingival biofilm samples of 362 individuals, at family (outer 

circle), genus (inner pie) and species levels.  
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Figure 3. Frequency distribution of the 25 species identified of GNB isolated from subgingival samples of individuals with distinct periodontal 

status. The pie chart shows the significantly higher prevalence of GNB isolates from periodontitis subgingival biofilm samples compared to 

samples from gingivitis and periodontally healthy individuals (Chi-square, p<0.001). A greater diversity of species is seen in the periodontitis 

group, but no significant differences among clinical groups were detected (Chi-square, p > 0.05). 
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Table 1. Demographic and clinical periodontal data of individuals of the study population who were culture-positive or negative for GNB. 

Parameters 

No isolation of GNB (n=257) Isolation of GNB (n=105) 

Periodontal 

Health (n=68) 

Gingivitis 

(n=59) 

Periodontitis 

(n=130) 

Periodontal 

Health (n=13) 

Gingivitis 

(n=15) 

Periodontitis 

(n=77) 

Mean (SD) age in years* 29.7 (11.4) 29.2 (11.6) 46.5 (12.6) 36.0 (17.5) 28.0 (14.3) 43.5 (13.2) 

Gender 

% males 

% females 

 

28.0 

72.0 

 

25.0 

75.0 

 

41.0 

59.0 

 

30.8 

69.2 

 

40.0 

60.0 

 

37.7 

62.3 

Race/Color* 

% White 

% African Americans 

% Mestizos/Mulattos/Others 

 

66.2 

11.8 

22.1 

 

44.1 

20.3 

35.6 

 

42.6 

21.7 

35.7 

 

77.0 

7.7 

15.4 

 

66.7 

0 

33.3 

 

36.4 

26.0 

37.7 

% Household monthly income* 

up to 1 minimum wage 

up to 2 minimum wages 

> 2 minimum wages 

 

10.3 

11.8 

77.9 

 

16.9† 

33.9† 

49.2† 

 

26.0 

41.0 

33.0 

 

0 

9.1 

90.9 

 

26.7† 

0† 

73.3† 

 

30.7 

25.3 

44.0 

% Education* 

Middle School 

High school 

Higher education 

 

0 

14.7 

85.3 

 

1.7 

49.2 

49.2 

 

18.1 

37.8 

44.1 

 

0 

0 

100 

 

0 

46.7 

43.4 

 

17.1 

43.4 

39.5 

% Smoking‡ 

Non-smokers 

Former smokers 

 

95.6 

4.4 

 

98.3 

1.7 

 

86.2 

13.8 

 

92.0 

8.0 

 

93.0 

7.0 

 

91.0 

9.0 

Mean (SD) periodontal parameters       

Number of missing teeth* 0.7 (1.2) 2.0 (3.5) 3.7 (3.5) 2.7 (3.8) 1.2 (2.5) 3.3 (3.0) 

PD (mm)* 1.8 (0.4) 2.0 (0.3) 2.8 ( 0.9) 1.9 (0.2) 1.9 (0.2) 2.8 (0.9) 

CAL (mm)* 1.9 (0.4) 2.0 (0.3) 3.2 (1.2) 2.0 (0.4) 1.9 (0.2) 3.1 (1.1) 

% sites with BOP* 3.8 (2.9) 18.9 (10.7) † 35.6 (21.7) 5.4 (2.6) 15.5 (16) † 29.4 (17.7) 
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% sites with SB* 13.8 (11.5)§ 35.4 (13.8) 46.8 (21.1) 27.1 (13.1)§ 31.3 (15.1) 47 (20.7) 

% sites with GI* 3.4 (3.4)  20.5 (8.9) † 25.1 (19.4) 3.3 (3.0) 17.2(13) † 22.7 (16.6) 

% sites with CA* 5.2 (6.3) 7.7 (7.5) 23.8 (16.6) 14.7 (11) 9.2 (9.8) 23.3 (17.4) 

% sites with SUP‡ 0 0.03 (0.2) 0.60 (2.6) 0 0.05 (0.2) 0.33 (1.1) 

GNB: gram-negative bacilli; PD: probing depth; CAL: clinical attachment level; BOP: bleeding on probing; SB: supragingival biofilm; GI: 

gingival bleeding; CA: calculus index; SUP: suppuration. *Significant differences among periodontal clinical groups, positive or negative for GNB 

(Kruskal-Wallis test, p<0.05). †Significant differences between gingivitis individuals GNB+ and GNB- (Mann-Whitney test, p<0.05). ‡Significant 

differences among clinical groups GNB- (Kruskal-Wallis, p<0.05). §Significant differences between periodontal health individuals GNB+ and 

GNB-. 
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Supplemental information 

Table S1. Primers and amplification conditions for detection of ESBL (blaSHV, blaTEM, 

blaCTX-M1, blaCTX-M8, blaCTX-M9) and carbapenemases (blaSPM, blaNDM-1, blaVIM, blaIMP, blaSIM, blaGIM, 

blaKPC, blaGES, blaOXA-48) target genes. 

Target 

genes 
Primer Sequence Temperature conditions 

Amplicon 

size (pb) 

blaVIM 
1 

5´-GTTTGGTCGCATATCGCAAC- 3´ 

5´-AATGCGCAGCACCAGGATAG-3´ 

94°C/5'; 35 cycles(94°C/20''; 

53°C/45'';72°C/30'') and 72°C/10' 
382 

blaSPM 
1 

5´- CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG -3 

5´- CCTTTTCCGCGACCTTGATC -3´ 

94°C/5'; 35 cycles 

(94°C/20'';53°C/45'';72°C/30'') and 

72°C/10' 

798 

blaGIM 
1 

5´-TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC-3´ 

5´-CGGAACGACCATTTGAATGG-3´ 

94°C/5'; 35 cycles (94°C/20''; 

53°C/45'';72°C/30'') and 72°C/10' 
72  

blaSIM 
1 

5´- GTACAAGGGATTCGGCATCG-3´ 

5´-TGGCCTGTTCCCATGTGAG-3´ 

94°C/5'; 35 cycles (94°C/20''; 

53°C/45'';72°C/30'') and 72°C/10' 
569 

blaOXA-48 
2 

5´- TTGGTGGCATCGATTATCGG - 3´ 

5´- GAGCACTTCTTTTGTGATGGC-3´ 

94°C/5'; 35 cycles (94°C/20''; 

57°C/45''; 72°C/30'') and 72°C/10' 
743 

blaKPC 
3 

5´- GCTACACCTAGCTCCACCTTC -3´ 

5´- TGGAGGGCCAATAGATGATT -3´ 

94°C/5'; 35 cycles (94°C/20''; 

57°C/45''; 72°C/30'') and 72°C/10' 
945 

blaNDM 
4 

5´- GGTTTGGCGATCTGGTTT-3´ 

5´- CGGAATGGCTCATCAC GATC-3´ 

94°C/5'; 35 cycles (94°C/20''; 

57°C/45''; 72°C/30'') and 72°C/10' 
621 

blaGES 
5 

5´-ATGCGCTTCATTCACGCAC-3´ 

5´- CTATTTGTCCGTGCTCAGG- 3´ 

94°C/5'; 35 cycles (94°C/20''; 

57°C/45''; 72°C/30'') and 72°C/10' 
840 

blaIMP-1 
6 

5´- TGAGCAAGTTATCTGTATTC-3´ 

5´- TTAGTTGCTTGGTTTTGATG-3´ 

94°C/3'; 35 cycles (94°C/1'; 

55°C/1'; 72°C/1') and 2°C/7' 
740 

blaCTX-M-1 
7 

5'-ATGTGCAGYACCAGTAA-3' 

5'-CGCTGCCGGTTTTATCSCCC-3' 

95ºC/10’; 30 cycles (95ºC/30’’; 

56ºC/30’’; 72ºC/45’’) and 72ºC/10’ 
512 

blaCTX-M-8 
8 

5'-AACRCRCAGACGCTCTAC-3' 

5'-TCGAGCCGGAASGTGTYAT-3' 

95ºC/10’; 30 cycles (95ºC/30’’; 

56ºC/30’’; 72ºC/45’’) and 72ºC/10’ 
326 

blaCTX-M -9 
7,9 

5'-GGTGACAAAGAGARTGCAACGGAT-3' 

5'-TTACAGCCCTTCGGCGATGA-3' 

95ºC/10’; 30 cycles (95ºC/30’’; 

56ºC/30’’; 72ºC/45’’) and 72ºC/10’ 
876 

blaTEM 
10 

5'-CCCTTATTCCCTTTYTTGCGG-3' 

5'-AACCAGCCAGCCWGAAGG-3' 

95ºC/10’; 30 cycles de 95ºC/30’’; 

56ºC/30’’; 72ºC/45’’) and 72ºC/10’ 
680 

blaSHV 
10 

5'-CTTGACCGCTGGGAAACGG-3' 

5'-AGCACGGAGCGGATCAACGG-3' 

95ºC/10’; 30 cycles de 95ºC/30’’; 

56ºC/30’’; 72ºC/45’’) and 72ºC/10’ 
200 

blaGES 
7 

5'-AGCAGCTCAGATCGGTGTTG-3' 

5'-CCGTGCTCAGGATGAGTTG-3' 

95ºC/10’; 30 cycles de 95ºC/30’’; 

56ºC/30’’; 72ºC/45’’) and 72ºC/10’ 
750  
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Abstract 

Background: This study evaluated the prevalence, virulence and antimicrobial 

susceptibility of enterococci isolated from the subgingival microbiota of patients with 

different periodontal conditions.  

Methods: Subgingival biofilm was obtained from Periodontal health/PH (n=139), 

Gingivitis/G (n=103) and Periodontitis/P (n=305) individuals, cultivated on selective 

media, and grown colonies identified by MALDI-ToF. Antimicrobial sensitivity was 

determined by disk diffusion and virulence genes by PCR. The subgingival microbiota 

composition was determined by checkerboard. Differences among groups were assessed 

by Kruskal-Wallis, Mann-Whitney and Chi-square tests.  

Results: Enterococcus spp. were isolated from 7.4% of all samples; 53.7% were E. 

faecalis. Enterococci were more predominant in P (9.8%) and G (7.8%) samples than PH 

(2.2%; p<0.05), but with no differences among levels of disease severity. High rates of 

low susceptibility/resistance were seen for ciprofloxacin, erythromycin and rifampicin. 

Predominant virulence factors included ace (64.3%), asa (39.3%) and esp (35.7%). F. nucleatum 

was prevalent in microbiota of enterococci+ individuals; lower % of D. pneumosintes was 

found in patients carrying bopD+ enterococci. Oral streptococci were prevalent (>70%) 

in the microbiota of patients carrying enterococci susceptible to doxycycline (p<0.05), 

which are frequently bopD- and esp- (p<0.01). 

Conclusion: E. faecalis is increased in P biofilm. These disease-related enterococci carry 

virulence genes and express resistance to antibiotics commonly used in dentistry. Specific 

subgingival taxa are associated with their prevalence and virulence. Subgingival 

enterococci may interact with species of the dysbiotic periodontitis biofilm, constituting 

a reservoir of virulence and resistance factors that contribute to tissue destruction, 

antibiotic resistance dissemination and poor response to periodontal therapy. 

 

Keyword: Periodontitis; Antimicrobials; Microbiology; Periodontal-systemic disease 

interactions 
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1. Introduction 

Enterococci are Gram-positive, acid-lactic, non-spore forming facultative cocci 

that are increasingly associated with nosocomial infections such as bacteremia, infective 

endocarditis, urinary tract infections, burn wounds, and indwelling foreign devices.1,2 

Since the alarming appearance of vancomycin-resistant enterococci worldwide, the 

World Health Organization listed these microorganisms as high priority resistant 

pathogens for the development of new antibiotics to prevent and treat more efficiently 

enterococcal infections.3 

Enterococci are ubiquitous microorganisms that can be found in different 

environments and foods, and normally inhabit the gastrointestinal tract, oral cavity and 

vagina in humans.4-6 The most frequently detected species are Enterococcus faecalis, 

Enterococcus faecium, Enterococcus durans and Enterococcus hirae. These commensal 

enterococci of the human microbiome are not typically pathogenic in healthy hosts; 

however, they can cause serious infections in susceptible individuals and/or in certain 

conditions.2 

There is still a controversial debate whether Enterococcus spp. are true members 

of the oral microbiota or merely transient bacteria,7,8 and whether they play any role in 

oral diseases such as caries, persistent endodontic infections, periodontitis, and peri-

implantitis.9,10 Enterococci are rarely found in the oral cavity of healthy subjects with a 

good oral hygiene.8,11,12 In contrast, their high occurrence in cases of failed endodontic 

treatment, persistent periapical lesions, and refractory periodontitis has been supported 

by its abilities to invade dentinal tubules, to survive for a prolonged period under adverse 

environmental conditions, to tolerate several antimicrobials, to express numerous 

virulence factors13-17 and more importantly, to form recalcitrant biofilms that may serve 

as reservoir for exchange of antibiotic resistance genes among different species.2,13-15,18-

21 Antagonistic and synergistic relationships between enterococci and other species in 

polymicrobial infections have also been reported. 2,18-20,22Therefore, regardless of being a 

transitory oral organism, Enterococcus spp. may integrate the dental biofilm and 

contribute to the pathogenicity of oral diseases.  

In individuals with periodontal diseases, the occurrence of Enterococcus spp. can 

reach high frequency rates, depending on the population, severity of disease and 

microbiological methodology applied.10,18,22-29 Despite the unclear role of enterococci in 

the pathogenesis of periodontal diseases, these microorganisms possess several virulence 

factors that can contribute to periodontal inflammation and tissue destruction.6,11,15,23,29-31 
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High rates of antimicrobial resistance due to the presence of mobile genetic elements have 

also been reported in oral enterococci strains.30,32-34 

Putting all together, Enterococcus spp. appear to adapt to the dysbiotic 

periodontitis-associated biofilm, possibly interacting with oral species and constituting a 

critical reservoir for transferable determinants of virulence and antibiotic resistance. 

Based on such premises, this study aimed to determine the frequency of detection, 

antimicrobial susceptibility and virulence factors of enterococci isolated from subgingival 

biofilm of individuals with different periodontal conditions. In addition, enterococci 

detection, antimicrobial susceptibility and virulence were associated with the subgingival 

microbiota taxa of these individuals. 

 

2. Material and methods 

2.1 Study Population 

This cross-sectional study was conducted in full accordance with the Helsinki 

Declaration of 1975, as revised in 2013, and was approved by the Human Research Ethics 

Committee of the Clementino Fraga Filho Hospital of the Federal University of Rio de 

Janeiro (UFRJ), Brazil (CAEE: 31911214.0.0000.5257). Participants were recruited from 

the Division of Graduate Periodontics of the School of Dentistry at UFRJ, between 

November/2017 and December/2019. To participate, individuals were informed about the 

risks and benefits of the study and signed an informed consent form. Subjects had to be 

≥ 18 years-old and present at least 18 teeth. Exclusion criteria included diagnosed 

inflammatory systemic diseases, smoking, use of topical or systemic antimicrobials in the 

last 6 months, use anti-inflammatory in the last 3 months, periodontal therapy in the last 

6 months, need for antibiotic prophylaxis, orthodontic treatment, pregnancy or nursing. 

 

2.2 Study outcome and sample size 

The primary outcome variable was the frequency of detection of enterococci in 

the subgingival biofilm of the population. The sample size calculation took into 

consideration an estimated α error of 5% and a power of 85% to detect a difference of 

15% in the prevalence of these microorganisms among patients with periodontal diseases 

(PD) and health (PH), with a ratio of 2:1 of cases/controls. Assuming a possible dropout 

of 15%, 175 individuals with PD and 87 with PH were estimated. 
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2.3 Clinical examination 

Eligible individuals were evaluated regarding demographic, medical and dental 

health history by anamnesis questionnaires. Periodontal clinical measurements were 

performed by a single calibrated examiner (L.C.P.E.) using a UNC-15 probe*. Intra-

examiner ICC for probing pocket depth (PPD) and clinical attachment level (CAL) were 

0.90 and 0.92, respectively.  

The periodontal parameters evaluated included PPD and CAL (mm), presence of 

supragingival plaque (PL), bleeding on probing (BOP), gingival inflammation (GI), 

calculus (CA) and suppuration (SUP), at 6 sites per tooth of all teeth, except third molars. 

Individuals were diagnosed as presenting periodontal health (PH), gingivitis (G) or 

periodontitis (P), with adjustments for the current classification.22,35 All individuals with 

G and P and other dental needs were referred for treatment at the Department of Dental 

Clinic of the School of Dentistry of UFRJ. 

 

2.4 Subgingival biofilm sampling 

After removal of supragingival plaque and isolation of the area, subgingival 

biofilm samples were collected using sterile curettes† from 8 sites per patient. In PH 

patients, samples from 2 healthy sites (1 posterior tooth and one anterior tooth) were 

obtained per quadrant. The same procedure was performed in patients with G (8 samples 

of sites with gingivitis) and P (8 samples from the deepest periodontal pockets). The 8 

samples/patient were pooled into cryogenic tubes containing Mycoplasma Broth‡ with 

5% Dimethyl sulfoxide§, and immediately taken to the laboratory for proper processing. 

In addition, subgingival samples from another 14 different periodontal sites of P patients 

(7 healthy and 7 diseased sites), 14 healthy sites of PH individuals, and 14 sites of G 

patients (7 healthy and 7 sites with gingival inflammation) were individually collected 

using sterile curettes† and placed into microtubes containing 150 μl of TE buffer for 

analysis of the periodontal microbiota using the checkerboard DNA-DNA hybridization 

(Appendix 1, Table S1).  

 

2.5 Isolation of bacterial strains of Enterococcus spp. from subgingival biofilm 

Subgingival biofilm samples stored in Mycoplasma-DMSO broth were 

vigorously mixed and an aliquot inoculated into Enterococcoselǁǁ and Brain Heart 

Infusion¶ broths at 37°C for 48h. Cultures with microbial growth were later plated on 

Enterococcel Agar# medium and incubated at 37°C for 48h. Samples with no growth on 
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selective media agar were inoculated again and left for days of incubation to confirm the 

absence of enterococci in that subgingival biofilm sample. Colonies grown on plates were 

characterized as enterococci through the hydrolysis of esculin in the presence of 40% of 

bile, cell morphology and Gram stain. Potential enterococci colonies were isolated, 

cultivated and subsequently identified by the matrix assisted laser desorption 

technique**.  

 

2.6 Antimicrobial susceptibility of oral strains of Enterococcus spp.  

Enterococci isolated strains were initially seeded on Trypticase Soy Agar (TSA)†† 

for 18-24h at 35°C. Bacterial suspensions were adjusted to obtain an inoculum ~ 108 

CFU/mL (0.5 standard of the McFarland turbidity scale), and inoculated onto Müeller-

Hinton agar plates‡‡ with sterile swabs to achieve confluent growth. Antibiotic discs were 

deposited on the inoculated plates and the inhibition halos were measured after 16-18h of 

incubation at 35°C. Antimicrobial susceptibility was determined for 9 antimicrobials: 

ciprofloxacin; ampicillin, vancomycin; erythromycin; doxycycline; minocycline; 

rifampicin; chloramphenicol; and linezolid§§. The test interpretation was performed 

according to the CLSI,36 and the E. faecalis ATCC 25923 reference strain was used as 

control. 

 

2.7 Genotypic identification of virulence factors of oral strains of Enterococcus spp. 

DNA from fresh enterococci isolates (grown on TSA for 24h) was extracted, 

purified37 and measured using the NanoDropǁǁǁǁ. Genes encoding the following virulence 

factors were evaluated: collagen- binding antigen (ace), aggregation substance (asa and 

asa 373), biofilm on plastic surfaces (bopD), hemolysin activator (cylA), endocarditis 

antigen (efaA), gelatinase (gelE), surface protein (esp), and the locus that regulates 

gelatinase production (ef1841/fsrC7). PCR reactions were performed in a final volume of 

50 l, containing 5 l of 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCl, pH 8.0, 500 mM KCl), 2 

mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 1.25 U of Taq DNA polymerase¶¶, 20 pmol of each primer 

and 5 l of strain DNA (~200 ng). DNA from strains positive for each virulence factor 

were used as controls. The sequence of the primers, as well as the conditions used to 

perform the PCR for all virulence factors are presented in Appendix 1, Table S2. 
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2.8 Statistical Analysis 

Data was analyzed using the Statistical Package for the Social Sciences 21.0##. 

Data entry was carried out by one investigator (L.C.P.E.), and error proofed by a senior 

investigator (A. P. V. C.). Clinical and demographic parameters, as well as the frequency 

of detection of enterococci, virulence factors and antimicrobial susceptibility were 

computed for each individual and then averaged for each clinical group. The prevalence 

of each subgingival taxa determined by checkerboard was computed by patient and 

groups. Differences among groups regarding all parameters, as well as associations 

between detection of enterococci, virulence factors, antimicrobial susceptibility and the 

prevalence of subgingival microbiota taxa were sought by the Chi-square, Mann-Whitney 

or Kruskal-Wallis tests. The level of significance was set at 5%. 

 

3. Results 

3.1 Demographic and clinical characteristics of the study population 

A total of 547 individuals were eligible based on the selection criteria. They were 

evaluated for their periodontal clinical condition, being classified into 3 major groups: 

PH (n = 139); G (n = 103) and P (n = 305) patients (Figure 1). Demographic and clinical 

data are presented in Table 1. PH individuals were significantly younger and presented a 

higher proportion of White people with higher socio-economic status compared to the 

other groups, whereas P patients were older, of lower education level, and presented more 

plaque, inflammation and attachment loss (p<0.01). Among the 305 P patients, 77.9% 

had advanced disease (stages III and IV). Moreover, individuals with stages III e IV were 

on average 10 years older and of lower socio-economic level compared to patients with 

stages I and II (p<0.01; data not shown). 

 

3.3 Enterococcus spp. identification and frequency 

Of all 547 subgingival biofilm samples cultivated, 137 isolates (24.8%) grew on 

selective medium, but only 41 (29.9) were identified as Enterococcus spp.; 11% were not 

identified and 59.1% were identified as other species (Figure 2). Overall, 7.4% of 

Enterococcus spp. were isolated from all biofilm samples. Among enterococci isolates, 

the most prevalent species identified were E. faecalis (53.7%) and E. durans (9.8%), 

whereas 29.3% of the isolates were not identified at the species level (Figure 2). Most of 

the 41 enterococci isolates were from P samples (73.2%). Although the prevalence of 

enterococci was low in this population, a significantly higher frequency of these 
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microorganisms was observed in the subgingival biofilm of individuals with periodontal 

diseases (G=7.8%; P=9.8%) compared to healthy controls (PH=2.2%; p<0.05). On the 

other hand, no differences in the detection of enterococci among P patients with different 

levels of disease severity were seen (p>0.05; Figure 3). 

 

3.4 Antimicrobial susceptibility of Enterococcus spp.  

Thirteen strains of Enterococcus spp. could not be recovered from frozen stocks, 

so antibiograms were performed for 28 strains. Only 3 strains were sensitive to all 

antimicrobials. Few strains showed resistance or intermediate sensibility to ampicillin, 

vancomycin, minocycline and chloramphenicol. The antimicrobials with the highest total 

% of low susceptibility and/or resistance included ciprofloxacin, erythromycin, 

rifampicin, and linezolid. No significant differences regarding resistance for each 

individual antimicrobial were detected among groups. However, 60.7% of the strains 

resistant to at least one antimicrobial (64.3%) were isolated from periodontitis samples 

(p<0.05; Table 2). 

 

3.5 Genotypic identification of virulence factors of Enterococcus spp. 

Table 3 shows the frequency of detection of the genes encoding important 

virulence factors of enterococci in 28 strains isolated from the three clinical groups. Only 

the genes asa373 and cylA were not detected. The most prevalent gene factors were ace 

(64.3%), asa (39.3%) and esp (35.7%). Due to the small number of strains (4) from PH 

and G patients, comparisons of detection of these factors among clinical groups were not 

performed. When analyzing only P individuals, no differences for these factors were 

found in relation to stages of disease severity (data not shown). Ten of the 28 strains of 

E. faecalis presented ≥4 of the 9 virulence genes tested. Significant associations among 

enterococci carrying or not different virulence genes were observed mainly for esp, efaA, 

ef1841/fsrC (p<0.01). For instance, 100% of strains not carrying esp were also negative 

for efaA, while 100% of enterococci positive for efaA were also positive for esp and 

ef1841/fsrC genes. The presence or absence of the genes ace and gelA did not correlate 

significantly to any of the other genes (Appendix 1, Table 3S). 
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3.6 Association between the subgingival microbiota taxa and Enterococcus spp. 

detection, virulence and antimicrobial susceptibility  

The subgingival microbiota of the 137 individuals from whom samples showed 

growth on enterococcel selective media were analyzed by 42 DNA probes and 

checkerboard (Appendix 1). Fusobacterium nucleatum was significantly more prevalent 

in the subgingival microbiota of Enterococcus spp.-positive individuals (69%) than 

enterococci-negative patients (54%), whereas Candida albicans was decreased in 

enterococci-positive (64%) compared to enterococci-negative patients (89%; p=0.03; 

data not shown). Regarding virulence factor genes, the subgingival microbiota of patients 

with biofilm-positive enterococci (bopD+) presented lower mean frequency of Dialister 

pneumosintes (29±13%) than the microbiota of individuals with bopD- enterococci 

(61±9%; p<0.05; data not shown). The mean frequency of subgingival taxa was compared 

among samples with enterococci isolates presenting different susceptibility to the 9 

antimicrobials tested. Significant differences in the prevalence of few subgingival species 

were observed for doxycycline, rifampicin and minocycline (Appendix 1; table S4). 

Overall, these species were detected significantly more often in the subgingival 

microbiota of patients harboring enterococci susceptible to the 3 drugs, mainly the oral 

streptococci (≥70%). These species and P. gingivalis were also prevalent in the 

microbiota of individuals carrying enterococci of intermediate susceptibility to 

doxycycline (p<0.05). Moreover, the microbiota harboring enterococci with intermediate 

sensitivity to rifampicin showed > 80% of Sanguinis streptococci group (table S4). On 

the other hand, a significantly higher proportion of enterococci susceptible to doxycycline 

(80%) did not carry the bopD and esp virulence genes (p<0.01; data not shown).    

 

4. Discussion 

Enterococcus spp. are not common members of the healthy oral microbiota;7,8 

however, these opportunistic pathogens have been associated to poor oral hygiene, 

therapeutic failure and oral diseases.9,10,20 The ability of enterococci to colonize the oral 

cavity and contribute to the onset, progression or recurrence of oral infections are not 

fully understood, but their various virulence traits and resistance to several antimicrobials 

may justify in part their high occurrence in individuals with periodontal diseases.12,23,32-

34 In this investigation, we aimed to determine the prevalence of oral enterococci in the 

subgingival biofilm of individuals with periodontal health and diseases, correlating their 

frequency with virulence, antimicrobial susceptibility, disease severity and the 
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composition of the subgingival microbiota in a large convenience sample population. 

Using microbial culture, an overall low number of enterococci strains (7.4%) were 

isolated from over 500 biofilm samples, with more than half of those being E. faecalis 

(53.7%). Comparisons between our findings and literature data must take into 

consideration significant methodological differences among studies, in particular the 

sampling and identification methods used. In general, higher detection rates of oral 

Enterococcus spp. are reported by investigations using culture-independent methods or 

saliva/oral rinse samples.4,22,24-26,34 In contrast, oral enterococci have commonly been 

detected in lower prevalence when microbial cultivation is used.4,11,27,38 In accordance 

with our data, Rams et al. 38 were able to isolate around 6% of enterococci strains from a 

large number of subgingival plaque samples from periodontitis patients, whereas other 

investigators reported detection rates around 7% in oral rinses from patients with oral 

diseases.11,39 Higher frequencies, however, have been found in subgingival biofilm 

samples from an Indian population (26.8%),as well as in oral rinses from a healthy 

Brazilian cohort (16.6%), and saliva (21.8%) from healthy North Americans.15,27 

Although we employed selective media for isolation of enterococci, all subgingival 

samples were also cultivated in rich media (BHI broth), so that negative cultures in 

enterococcocel media were repeated to guarantee the recovery of these species from the 

mixed culture. Even after longer incubation and re-inoculation, just 25% of the biofilm 

samples (137) were able to show any growth on selective media. Of those, 29.9% were 

later identified as Enterococcus spp. Hence, variation in enterococci detection rates may 

occur as a result of various factors other than detection techniques. 

Regardless of the methodology employed, our findings agree with the majority of 

the investigations, showing a higher isolation/detection rate of oral enterococci, mainly 

E. faecalis, from individuals with periodontal diseases (G, 7.8% and P, 9.8%) than PH 

controls (2.2%). Over 70% of our isolates were from P patients. Likewise, other authors 

did not detect or detected very low numbers of enterococci in PH patients, but reported 

greater prevalence of these microorganisms (ranging from 20-50%) in P individuals than 

we did.24-27,32 Thus, oral enterococci are rare in the oral cavity of healthy individuals, but 

may increase significantly in the subgingival biofilm associated with periodontitis. In 

fact, E. faecalis may be present in different layers of the oral biofilm, interacting with 

different oral species.40,41 Moreover, E. faecalis can form biofilm, 2,21 adhere and invade 

gingival epithelial cells,28 and survive in hostile environments such as the periodontal 

pocket. 42 
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Synergistic and/or antagonist interactions among various microorganisms occur 

constantly within the subgingival biofilm, and they become even more complex within a 

periodontitis-associated dysbiotic microbiota. We have examined possible associations 

between the isolation of enterococci and the subgingival oral taxa. F. nucleatum was 

significantly more prevalent in the subgingival microbiota of Enterococcus spp.-positive 

than negative individuals. Both species are known to interact with a large number of 

species in biofilm-associated polymicrobial infections.2 Co-aggregation of F. nucleatum 

with E. faecalis and oral streptococci in biofilm appears to be selective and mediated by 

a conserved hypothetical protein Aid1 (Adhesion Inducing Determinant 1), suggesting 

that expression or suppression of this protein is important for recognition and 

discrimination by F. nucleatum of specific Gram-positive cocci to interact at different 

stages of dental biofilm development.43 Conversely, a significantly low frequency of C. 

albicans was found in enterococci-positive individuals, corroborating the antagonistic 

relationship between these species. Studies have shown that the enterocin EntV inhibits 

C. albicans hyphal morphogenesis and biofilm formation, reducing its pathogenicity in a 

biofilm-associated oropharyngeal candidiasis.44 Of interest, we also found a low 

prevalence of the periodontal pathogen candidate D. pneumosintes in patients presenting 

enterococci carrying the biofilm on plastic surfaces gene (bopD+), an essential factor in 

biofilm formation.18 In a previous study, we associated the co-occurrence of major 

periodontal pathogens and non-oral pathogens with severity of periodontitis. Although 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) was a major predictor for advanced 

periodontitis (previously defined as aggressive periodontitis), the co-occurrence of Aa 

and E. faecalis was related to less severe disease or periodontal health in the regression 

model.22 Thus, E. faecalis may attenuate or increase the virulence of specific pathogens 

within biofilms associated with various diseases, depending on the selective pressure of 

ecological determinants in the microenvironment.  

Enterococci virulence factors related to colonization, tissue invasion, biofilm 

formation, resistance to host defense and persistence at the infected site were evaluated 

in 28 of the 41 enterococci isolates. The most predominant genes were ace (64.3%), asa 

(39.3%) and esp (35.7%), which are key surface components of enterococci responsible 

for attachment to extracellular matrix proteins (collagen and laminin), cell invasion and 

for promoting biofilm formation.2,5,12 Three virulence genes also related to the ability of 

enterococci to form biofilm (gelE, bopD and Ef1841/fsrFsrC) and promote degradation 

of host components (gelE) were detected in 32.1% of the isolates, whereas the 
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endocarditis adhesion factor efaA was found in only 17.9% of the strains. Other authors 

have found even higher frequencies of these genes in oral enterococci from mucosal, 

endodontic and periodontal infections.5,14,17,18,20,45-47 However, the genes asa373 and cylA 

were not detected in any strain, as reported in some studies. 17,45 

Although biofilm formation, gelatinase and hemolytic activities were not evaluated 

here by phenotypic methods, >66% of bopD+ strains were also ace+, asa+ and esp+, 

supporting the association among biofilm and these genes. 5,17,18In contrast, only 3 of 9 

bopD+ strains were gelE+.14,15,20 The gelatinase-negative phenotype is associated with an 

endopeptidase enzyme encoded by the Ef1841/fsrFsrC gene cluster.18 Six of 9 strains 

presenting Ef1841/fsrFsrC were gelE-negative, indicating a possible negative phenotype. 

The putative endocarditis antigen gene (efaA) is commonly expressed in oral enterococci 

,4,11,29,46 but only 5 of our isolates were positive for this gene. Overall, 57% of the 28 

enterococci strains presented two or more of the virulence gene factors tested. 

Associations among the presence or absence of genes esp, asa, bopD, efaA and 

ef1841/fsrC were significant, suggesting possible regulatory mechanisms among these 

factors. Lack of esp gene seems to be related to absence of bopD, efaA and ef1841/fsrC. 

The presence of single or multiple virulence genes in subgingival enterococci may 

certainly contribute to the pathogenesis of periodontal diseases, as well as pose a potential 

risk for infective endocarditis after conventional periodontal therapy.12 

In addition to virulence, 64.3% of these strains showed resistance to at least one 

antimicrobial. Only 11% of the isolates were sensitive to all antimicrobials, and very few 

strains showed resistance or intermediate sensibility to ampicillin (1), vancomycin (6), 

minocycline (5) and chloramphenicol (1). However, high rates (>55%) of enterococci 

presenting low susceptibility and/or resistance to ciprofloxacin (68%), erythromycin 

(82%) and rifampicin (57%) were observed, whereas around 29% of the isolates showed 

low sensitivity to doxycycline. The majority of studies testing susceptibility of oral 

enterococci from dental plaque or oral rinses also showed low or no resistance to 

penicillins, vancomycin and chloramphenicol,4,11,15,18,38,46 except for Bhardwaj et al.32 

who reported 13.3% of resistance to vancomycin in India, and Gaetti-Jardim et al.48 who 

showed high resistance rates to penicillins (30%) and chloramphenicol (47%) in oral 

samples from Brazilians with periodontal diseases. High resistance of oral enterococci to 

tetracyclines (24-54%) and erythromycin (29-43%) is reported by several 

authors.4,11,15,18,38 Nevertheless, only 2 studies have detected similar rates of resistance for 

erythromycin (80-100%) in saliva/dental plaque enterococci.5,38 Moreover, no 
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investigations have reported such high prevalence of oral enterococci presenting low 

sensitivity or resistance to ciprofloxacin and rifampicin as we did.4,5,11,48 Resistance/low 

sensitivity to ciprofloxacin, when detected, ranged from 9-13%.18,32,34,38 The increased 

resistance to drugs of the tetracycline, quinolone and macrolide classes in subgingival 

enterococci is alarming, given that these antimicrobials are prescribed for periodontal 

treatment.34 In addition, enterococci have high rates of horizontal transfer of antibiotic 

resistance genes within biofilms, particularly with oral bacteria of the dental plaque.30,49 

Hence, oral enterococci may constitute a reservoir of resistance genes that in the oral 

biofilm community may be easily disseminated to other oral and non-oral bacterial 

species, impairing further antimicrobial therapies for various human infections.    

 

5. CONCLUSION 

Enterococcus spp., mainly E. faecalis are detected in low prevalence in the oral 

microbiota, but their frequency increases significantly in the dysbiotic subgingival 

biofilm of patients with periodontal diseases. The disease-related enterococci were shown 

to carry several virulence genes and express high rates of resistance to antibiotics 

commonly used in dental therapies. Associations between detection, antimicrobial 

susceptibility of enterococci and the prevalence of specific oral taxa were found, 

reinforcing the complex network among these microorganisms within the subgingival 

biofilm, including the potential transfer of resistance genes to oral bacteria. Although the 

role of oral enterococci in the progression, persistence and/or therapeutic failure of 

periodontal diseases is not clear, our findings and data reported in the literature supports 

the plausibility of an additional contribution of these species in inflammation, tissue 

destruction, antibiotic resistance dissemination and poor response to antimicrobial 

therapy in these diseases.  

 

Footnotes 

*UNC-15, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA 

†Gracey curets, scaler Hu-Friedy, Chicago, IL, USA 

‡ Mycoplasma broth, Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brazil 

§ DMSO, Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brazil 

ǁǁ Enterococcel broth, Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA 

¶ Brain heart infusion broth, Becton, Dickinson and Company 

# Enterococcel Agar, Becton, Dickinson and Company 
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†† Tripticase Soy Agar, Becton, Dickinson and Company 

‡‡ Müeller-Hinton agar, Becton, Dickinson and Company 

§§ Antibiotic discs, Cecon, São Paulo, SP, Brazil 

ǁǁǁǁ NanoDropǁǁǁǁ , Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA ¶¶ Oxoid Brasil, Pinheiros, 

SP, Brazil 

¶¶ Taq DNA polymerase, Invitrogen, São Paulo, Brazil, 

 ## SPSS, IBM Brazil, SP, Brazil 
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Table 1. Demographic and clinical periodontal data of the study population. 

Parameters 
Periodontal 

Health (n=139) 

Gingivitis 

(n=103) 

Periodontitis 

(n=305) 

Mean (SD) age (years) † 28.3 (11.1) 29.2 (12.0) 43.5 (12.9) 

Gender 

% males 

% females 

 

29.5 

70.5 

 

31.1 

68.9 

 

39.3 

60.7 

Race* 

% White 

 

70.8 

 

47.6 

 

42.0 

% African Americans 8.8 16.5 21.5 

% Mullatos/Mestizos/others 20.4 35.9 36.4 

% monthly family income* 

up to 1 minimum wage 

up to 2 minimum wages 

more than 2 minimum wages 

 

6.8 

10.5 

82.7 

 

21.5 

26.5 

52.0 

 

28.2 

39.0 

32.8 

% Education* 

Elementary School 

High school 

Higher education 

 

1.5 

11.0 

87.5 

 

5.0 

51.5 

43.5 

 

19.0 

43.0 

38.0 

Mean (SD) of periodontal parameters †    

N of missing teeth 0.9 (2.0) 1.9 (3.1) 4.0 (4.1) 

PD (mm) 1.8 (0.3) 2.0(0.2) 3.0 (1.0) 

CAL (mm) 1.8 (0.5) 2.0 (0.4) 3.4 (1.3) 

% sites with BOP 3.5 (3.2) 21.2 (14.8) 41.9 (26.8) 

% sites with PL 10.9 (12.2) 35.7 (16.6) 51.1 (23.2) 

% sites with GI 2.6 (3.6) 19.9 (10.2) 24.9 (18.7) 

% sites with CA 4.5 (6.9) 8.2 (8.0) 24.5 (18.3) 

% sites with SUP 0 0 0.5 (2.2) 

% sites with PD ≥ 5 mm 0 0 15.5 (18.9) 

% sites with CAL > 5 mm 0 0 13.4 (18.7) 

Stages of Periodontitis (%) ‡ 

 

 

 I 4.9 

II 17.4 

III 43.0 

IV 34.8 

PD, probing depth; CAL, clinical attachment level; BOP, bleeding on probing; PL, 

supragingival plaque; GI, gingival bleeding; CA, calculus; SUP, suppuration; SD, 

standard deviation. *Significant differences among periodontal clinical groups (Chi-

square test, p<0.01); †Significant differences among clinical groups (Kruskal-Wallis, 

p<0.01).  ‡ Stages of Periodontitis according to the current classification.35 
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Table 2. Antimicrobial susceptibility of 28 enterococci strains isolated from subgingival 

biofilm of individuals with periodontal health and diseases.    

Antimicrobials Susceptibility 
Periodontal 

Health 
Gingivitis Periodontitis 

Total % of 

low sensibility 

or resistance 

Ampicillin 
S 

R 

1 

0 

3 

0 

23 

1 

 

3.6 

Ciprofloxacin 

S 

I 

R 

0 

1 

0 

2 

1 

0 

7 

16 

1 

 

67.9 

Chloramphenicol 
S 

I 

1 

0 

3 

0 

23 

1 

 

3.6 

Doxycycline 

S 

I 

R 

1 

0 

0 

2 

1 

0 

17 

3 

4 

 

28.6 

Erythromycin 

S 

I 

R 

0 

1 

0 

1 

2 

0 

4 

18 

2 

 

82.1 

Linezolid 

S 

I 

R 

1 

0 

0 

2 

1 

0 

16 

5 

3 

 

32.1 

Minocycline 
S 

I 

1 

0 

2 

1 

19 

5 

 

21.4 

Rifampicin 

S 

I 

R 

0 

0 

1 

2 

1 

0 

10 

5 

9 

 

57.1 

Vancomycin 
S 

I 

1 

0 

3 

0 

18 

6 

 

21.4 

Resistance to ≥ 1 

antimicrobial* 

- 

+ 

0 

1 

3 

0 

7 

17 

 

64.3 

Susceptibility analysis was performed according to CLSI36. S=susceptible; 

I=intermediate; R=resistant; *Significant difference among clinical groups (Chi-square, 

p=0.04). 
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Table 3. Frequency of detection of virulence factors genes of 28 Enterococcus spp. 

isolated from subgingival samples of individuals with periodontal health and diseases. 

Enterococcus spp. 

Isolates 

Clinical 

group 
ace asa bopD EfaA gelE esp 

ef1841/

fsrC 

E. faecalis PH + - - - - - - 

E. faecalis G + + - - - - - 

E. faecalis G + + + - + + + 

E. faecalis G + - - - - - - 

E. durans P + + - - - - + 

E. durans P + - - - - - - 

E. faecalis P - - - - - - - 

E. faecalis P + + + - - + - 

E. faecalis P - - - + - + + 

E. faecalis P - + - - + + + 

E. faecalis P - - - + - + + 

E. faecium P + + + - + - - 

E. faecalis P - - + - - - - 

E. hirae P + - - - + - - 

E. faecalis P + - - - + - - 

E. durans P - - - - + - - 

E. faecalis P - - - - - - - 

E. faecalis P - - - - + - - 

E. faecalis P + + - + + + + 

E. faecalis P + - + + - + + 

E. faecalis P + + + - - - + 

E. faecalis P + - + - + + - 

E. faecalis P + - - - - - - 

E. durans P - - - - - - - 

E. faecalis P + + + + - + + 

E. gallinarum P + - - - - - - 

E. faecalis P + + + - - + - 

E. faecalis P + - - - - - - 

Total % of 

detection 
 64.3 39.3 32.1 17.9 32.1 35.7 32.1 

PH= periodontal health; G= gingivitis; P = periodontitis; (+) detection or (-) no detection 

of the virulence factor gene by PCR. The genes aggregation substance 373 (asa373) and 

cytolysin A (cylA) were not detected in any of the strains tested. Four strains (in bold) 

presented 5 of the 9 virulence genes tested. ace: collagen-binding protein; asa: 

aggregation substance; bopD: biofilm formation; efaA: endocarditis antigen; gelE: 

gelatinase; esp: enterococcal surface protein; ef1841/fsrC: gelatinase-negative phenotype 

determinant. 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/endocarditis
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Figure 1. Flow chart of the study population. A total of 547 individuals were eligible and 

their subgingival biofilm sampled. One-hundred and thirty-seven samples showed growth 

on selective media, but only 41 isolates were identified as enterococci. 
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Figure 2. Identification of 137 strains isolated on enterococcel selective media from 547 

subgingival biofilm samples. The pie chart shows the relative frequency (%) at the genus 

level and the donuts represent the frequency (%) at species level of the identified strains. 

Enterococcus spp. were detected in 29.9% of the grown isolates, but the overall 

prevalence in subgingival samples was low (7.4%). The most prevalent enterococci 

species identified was E. faecalis (53.7%). 
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Figure 3. Frequency distribution of enterococci among isolates from clinical groups (PH, 

periodontal health; G, gingivitis; P, periodontitis). *Significant differences among groups 

(PH=2.2%; G=7.8%; P=9.8%) were observed (p>0.05; Chi square test). The pie chart 

shows the distribution of enterococci among 30 isolates from periodontitis patients with 

distinct disease severity (p>0.05; Chi square test). 

* 

* 

* 
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Appendix 

Table S1. Strains used for construction of whole genomic probes used in the checkerboard 

DNA-DNA hybridization technique. 

Taxa Strain* Taxa Strain* 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans a 43718 Leptotrichia buccalis 14201 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans b 29523 Lactobacillus probe  

Aggregactibacter actinomycetemcomitans c 625† Lactobacillus acidophilus 4356 

Acinetobacter baumannii 19606 Lactobacillus caseii ss rhamnosus 7469 

Actinomyces probe 12102 Lactobacillus oris 49062 

Actinomyces israelli 12102 Neisseria probe  

Actinomyces odontolyticus 17929 Neisseria meningitidis 13077 

Actinomyces naeslundii I 12104 Neisseria lactamica 23970 

Actinomyces oris 43146 Neisseria polysaccharea 43768 

Candida albicans 10231 Neisseria sicca 29256 

Clostridium difficile 98689 Neisseria subflava 49275 

Corynebacterium matruchotii 14266 Neisseria gonorrhoeae 21824 

Capnocytophaga probe  Neisseria mucosa 19696 

Capnocytophaga gingivalis 33624 Olsenella uli 49627 

Capnocytophaga ochracea 33596 Peptostreptococcus anaerobius 27337 

Capnocytophaga sputigena 358 Parvimonas micra 33270 

Campylobacter probe  Porphyromonas gingivalis 33277 

Campylobacter concisus 484 Prevotella probe  

Campylobacter gracilis 33236 Prevotella melaninogenica 25845 

Campylobacter showae 51146 Prevotella intermedia 25611 

Campylobacter rectus 33238 Prevotella nigrescens 33563 

Dialister pneumosintes 33048 Prevotella tannerae 51259 

Eikenella corrodens 23834 Cutibacterium acnes I 11827 

Enterococcus faecalis 10100 Cutibacterium acnes II 11828 

Eubacterium probe  Pseudomonas aeruginosa 10145 

Eubacterium saphenum 49989 Rothia dentocariosa 17931 

Eubacterium nodatum 33099 Salmonella enteric sorvar Typhi  6539 

Eubacterium sabbureum 33271 Selenomonas noxia 43541 

Enterobactereacea probe  Milleri streptococci probe  

Pantoea agglomerans 27155 Streptococcus constellatus 27823 

Enterobacter cloacae 10699 Streptococcus intermedius 27335 

Enterobacter sakazakii 12868 Streptococcus anginosus 33397 

Enterobacter aerogenes 13048 Sanguinis streptococci probe  

Enterobacter gergoviae 33028 Streptococcus mitis 49456 
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Escherichia coli 10799 Streptococcus oralis 35037 

Klebsiella pneumoniae 10031 Streptococcus sanguinis 10556 

Klebsiella oxytoca 12833 Streptococcus gordonii 10558 

Filifactor alocis 35896 Mutans streptococci probe  

Fusobacterium periodonticum 33693 Streptococcus mutans 25175T 

Fusobacterium nucleatum probe  Streptococcus sobrinus 3347 

Fusobacterium nuc. ss. nucleatum 25586 CN Staphylococci probe  

Fusobacterium nuc. ss. polymorphum  10953 Staphylococcus epidermidis 12228 

Fusobacterium nuc. ss. vicentii 49256 Staphylococcus warneri 27836 

Gemella probe  Staphylococcus aureus ss aureus 33591 

Gemella morbillorum 27824 Tannerella forsythia 43037 

Gemella haemolysans 10379 Treponema socranskii D1† 

Hafnia alvei  11604 Treponema denticola 35405D-5 

Helicobacter pylori 43504 Veillonella parvula 10790 

*ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD); † The Forsyth Institute, Cambridge, 

MA 
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Table S2. Oligonucleotides and PCR protocols used to identify enterococci virulence 

factors of isolated strains from subgingival biofilm.   

Target DNA 

gene 
Primers sequences PCR protocol 

Amplicon 

size (bp) 

ace 3 
5´- GGAATGACCGAGAACGATGGC-3´ 

5´- GCTTGATGTTGGCCTGCTTCCG-3´ 

94°C-2min; 35 cycles X 

(92°C-30s; 56°C-30s; 

72°C-60s); 72°-2min 

616 

efaA 3 
5´- GCCAATTGGGACAGACCCTC-3´ 

5´- CGCCTTCTGTTCCTTCTTTGGC-3´ 

94°C-2min; 35 cycles X 

(92°C-30s; 56°C-30s; 

72°C-60s); 72°-2min 

688 

asa 4 
5´- CCAGCCAACTATGGCGGAATC-3´ 

5´- CCTGTCGCAAGATCGACTGTA-3´ 

95C-5min; 30 cycles X 

(95C-60s; 58C-60s; 

72C-60s); 72C- 10 min 

529 

asa373 4 
5´- GGACGCACGTACACAAAGCTAC-3´ 

5´-CTGGGTGTGATTCCGCTGTAA-3´ 

95C-5min; 30 cycles X 

(95C-60s; 58C-60s; 

72C -60s); 72C- 10 

min 

619 

cylA 4 
5´- GACTCGGGGATTGATAGGC-3´ 

5´- GCTGCTAAAGCTGCGCTTAC-3´ 

95C-5min; 30 cycles X 

(95C-60s; 58C-60s; 

72C-60s);72C-10 min 

688 

esp 5 
5´- TTGCTAATGCTAGTCCACGACC-3´ 

5´- GCGTCAACACTTGCATTGCCGA-3´ 

94°-2min; 35 cycles X 

(92°C-30s;52°C-30s; 

72°C-60s);72°C- 2min 

932 

gelE 5 
5´- ACCCCGTATCATTGGTTT-3´ 

5´- ACGCATTGCTTTTCCATC-3´ 

94°-2min;35 cycles X 

(92°C-30s; 52°C-30s; 

72°C-60s); 72°C- 2min 

405 

bopD 6 
5´-GGCTTCCTCGTTGATGGCTTC-3´ 

5´- ACGGCACGGAATTTGGGTAAAC- 3´ 

94°C-5min; 35 cycles X 

(94°C-60s,  48°- 30s; 

52°-60s); 72°C-10 min 

1050 

ef1841/fsrC77 
5´- GATCAAGAAGGGAAGCCACC-3´ 

5´- CCAACCGTGCTCTTCTGGA-3´ 

94°C-2min; 35 cycles X 

(92°C-30s; 56°C-60s; 

72°C-2min); 72°C-5 min 

126 

ace: collagen- binding antigen; efaA: endocarditis antigen; asa: aggregation substance; 

asa373: aggregation substance; cylA: hemolysin activator; esp: surface protein; gelE: 

gelatinase; bopD: biofilm on plastic surfaces; ef1841/fsrC7: locus that regulates 

gelatinase production. 
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Table S3. Association between detection and no detection of various virulence genes in 

28 isolates of enterococci from subgingival biofilm samples. 

Virulence gene 

determinants 

esp 

+              - 

asa 

+              - 

bopD 

+              - 

efaA 

+              - 

ef1841/fsrC 

+              - 

N of isolates (10)        (18) (11)        (17) (9)        (19) (5)         (23) (9)          (19) 

esp+ --------- 64% 67% 100% 78% 

esp- --------- 82% 79% 78% 84% 

asa+ 70%        --------- 78% 60% 78% 

asa- 78% --------- 79% 65% 79% 

bopD+ 60%        64% --------- NS NS 

bopD- 83% 88% --------- NS NS 

efaA+ 50%        NS NS --------- 50% 

efaA- 100% NS NS --------- 100% 

ef1841/fsrC+ 70%        NS NS 100% --------- 

ef1841/fsrC- 89% NS NS 83% --------- 

Significant associations in frequency of detection (%) of strains carrying or not 

combinations of virulence genes were observed (p<0.01; Chi-square test). NS: not 

significant. 
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Table S4. Association between enterococci antimicrobial susceptibility and mean (SEM) 

prevalence of subgingival oral taxa in biofilm samples from individuals with periodontal 

health and disease. 

Mean % of oral taxa 

Enterococci susceptibility to 

Doxycycline 

 

 

*P value S I R 

Dialister pneumosintes 64.2 (9.1) 19.8 (12.2) 17.8 (7.5) 0.030 

Enterococcus faecalis 60.9 (9.0) 28.5 (22.1) 5.3 (3.4) 0.019 

Fusobacterium periodonticum 64.7 (9.2) 23.7 (23.7) 0 0.026 

Leptotrichia buccalis 60.6 (8.9) 23.3 (23.3) 2.3 (2.3) 0.029 

Porphyromonas gingivalis 70.0 (6.8) 58.0 (14.9) 0 0.025 

Milleri streptococci 75.2 (6.3) 56.0 (4.2) 19.0 (12.7) 0.017 

Sanguinis streptococci 72.6 (6.3) 69.0 (12.7) 24.0 (8.7) 0.043 

Selenomonas noxia 64.8 (9.4) 47.0 (21.2) 0 0.040 

Tannerella forsythia 68.7 (9.7) 30.8 (11.2) 4.7 (4.7) 0.037 

 
Enterococci susceptibility to 

Rifampicin 
*P value 

Sanguinis streptococci 74.6 (7.8) 83.0 (11.3) 49.4 (9.3) 0.045 

 

Enterococci susceptibility to 

Minocycline †P value 

S I 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans  55.7 (8.4) 1.8 (1.8) 0.026 

Acinetobacter baumannii 59.8 (8.3) 20.2 (9.7) 0.037 

Dialister pneumosintes 59.0 (9.0) 20.2 (8.2) 0.039 

Enterococcus faecalis 55.9 (8.8) 19.0 (15.0) 0.028 

Fusobacterium periodonticum 61.8 (8.8) 0 0.011 

Helicobacter pylori 48.2 (9.2) 8.4 (5.1) 0.041 

Milleri streptococci 70.9 (6.8) 40.3 (9.0) 0.036 

S=susceptible; I=intermediate; R=resistant. Significant difference in mean prevalence of 

each subgingival taxa among individuals with enterococci isolates presenting distinct 

susceptibility levels (*Kruskal-Wallis and † Mann Whitney tests). 
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7. DISCUSSÃO 

Com o avanço e desenvolvimento de métodos moleculares de detecção de 

microrganismos em diversos habitats no organismo humano, uma maior diversidade de 

espécies oportunistas tem sido observada na microbiota oral, em particular no biofilme 

subgengival (Paster et al., 2001; 2006). Espécies microbianas de importância médica, 

normalmente associadas a infecções diversas no organismo humano tem sido descritas 

em proporções e níveis relativamente elevados em indivíduos com DP (Rams et al., 1990; 

1992; Colombo et al.,2005; 2009; 2012; Ferraro et al., 2007; Souto & Colombo, 2008a; 

2008b; Fritschi et al., 2008; Sun et al., 2009;Heller et al., 2011; 2012; Artese et al., 2012; 

Silva-Senem et al., 2013; Silva-Boghossian et al., 2011;2014, Souto et al., 2014). Apesar 

da cavidade oral servir como reservatório desses microrganismos patogênicos não orais, 

os mesmos ainda são considerados espécies meramente transitórias (Sedgley et al., 1997; 

Gamboa et al., 2013), e seu papel na etiopatogenia das DPs ainda é desconhecido.  

Dentre essas espécies, destacam-se dois grupos relevantes, os BGN da família 

Enterobacteriaceae, e os enterococos, por exemplo, que são membros comuns do 

microbioma intestinal humano, implicados em várias doenças infecciosas. São 

conhecidos por apresentarem um grande arsenal de fatores de virulência e resistência a 

múltiplos antimicrobianos. Além disso, eles são capazes de se integrar e interagir com 

espécies orais dentro do biofilme dentário, podendo ser uma fonte de disseminação 

horizontal de genes de multirresistência para a comunidade microbiana bucal (Silva-

Boghossian et al., 2011; Thurnheer & Belibasakis, 2015).  

Diversas pesquisas epidemiológicas mundiais relatam diferentes taxas de 

prevalência desses microrganismos na cavidade oral em indivíduos saudáveis (Sedgley 

& Samaranayake, 1974; Sedgley & Samaranayake, 1997; Campos & Zelante, 1978; 

Santos & Jorge, 1996; Sedgley et al., 1996; Zaura et al., 2009; Chen et al., 2010; Li et 

al., 2014; Lourenço et al., 2014). Entretanto, os estudos sobre a frequência de detecção 

dessas espécies no biofilme disbiótico subgengival associado à DP são limitados. Logo, 

uma investigação mais abrangente sobre as espécies de BGN e enterecocos que colonizam 

o biofilme subgengival associado à DP e, mais importante, sobre sua susceptibilidade 

antimicrobiana e os mecanismos de resistência desses microganismos na saúde oral e 

sistêmica é de extrema relevância no atual contexto de uma“Saúde Única” (WHO,2017). 

No presente estudo, uma prevalência geral de cerca de 40% de BGN no biofilme 

subgengival foi observada, com uma frequência significativamente aumentada na 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=da%20Silva-Boghossian%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21397893
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Thurnheer+T&cauthor_id=25483866
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Belibasakis+GN&cauthor_id=25483866
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periodontite (46.4%), corroborando os dados relatados na literatura (Barbosa et al., 2001; 

Ardila et al., 2012; Gamboa et al., 2013;  Souto et al., 2014; Colombo et al., 2016). No 

entanto, a prevalência desses microrganismos na microbiota oral ou periodontal varia 

amplamente na literatura de acordo com as diferentes populações estudadas, gravidade e 

classificação das DPs, técnicas de amostragem, bem como os métodos de identificação 

microbiana e análise (Ardila et al., 2012; Gamboa et al., 2013; Souto et al., 2014). Em 

indivíduos norte-americanos, a frequência de BGN em indivíduos com periodontite foi 

de 14%, enquanto a mesma variou entre 60 e 90 % na Romênia, Sudão e Índia (Slots & 

Rams; 1990; Ali et al., 1994; Ali et al., 1996; Ranganathan et al., 2017). A maior 

prevalência de BGN em diferentes regiões geográficas muitas vezes é atribuída à 

contaminação da água potável e/ou alimentos, higiene oral ineficiente, acesso limitado 

aos cuidados de saúde bucal, diferenças na composição do microbioma e sistema imune 

do hospedeiro (Slots & Rams, 1990; Ali et al., 1994; Ali et al., 1996; Ranganathan et al., 

2017), bem como a utilização massiva ou não controlada de antimicrobianos, que podem 

resultar no crescimento excessivo de microrganismos multirresistentes no microambiente 

subgengival (Ali et al., 1994).  

Em nosso estudo, uma maior diversidade de espécies de BGN foi encontrada em 

amostras de periodontite, incluindo as espécies P. aeruginosa, E. cloacae, E. asburiae e 

K. pneumoniae, como reportado em outros estudos (Slots & Rams, 1990; Barbosa et al., 

2001; Gonçalves et al., 2007; Ranganathan et al., 2017; Arirachakaran et al., 2019). 

Apesar do cultivo microbiano ter sido o método aqui utilizado, nosso grupo detectou 

frequências semelhantes para P. aeruginosa (30-50%) e K. pneumoniae (8-12%) no 

biofilme subgengival através de diferentes métodos moleculares (Silva-Boghossian et al., 

2011; Colombo et al., 2002; Lourenço et al., 2014; Souto et al.,2014; Colombo et 

al.,2009). P. aeruginosa é um importante patógeno oportunista associado a infecções 

sistêmicas em pacientes imunocomprometidos e hospitalizados, bem como em indivíduos 

com doenças pulmonares obstrutivas crônicas e fibrose cística (Souto et al., 2014; 

Arirachakaran et al., 2019, Scannapecio et al., 2003). Sua capacidade de formar biofilme 

sobre superfícies bióticas, como nos pulmões, e superfícies abióticas (tubos 

endotraqueais, catéteres) torna esta espécie resistente à resposta imune do hospedeiro e 

às terapias antimicrobianas, sendo esta a principal causa de mortalidade nesses pacientes 

(Lam et al., 2012; Ewan et al., 2015).  

Já em relação aos Enterococcus spp., observamos uma baixa frequência (7,4%) 

de cepas isoladas de mais de 500 amostras do biofilme subgengival cultivadas, sendo 



90 

mais da metade delas identificadas como E. faecalis (53,7%). Comparações entre os 

nossos achados e os dados disponíveis na literatura devem levar em consideração 

diferenças metodológicas significativas entre os estudos, em particular os métodos de 

amostragem e técnicas de identificação utilizados. De maneira geral, frequências maiores 

de detecção de Enterococcus spp. são relatados por investigações que utilizaram métodos 

independentes de cultura ou amostras de saliva ou solução de enxágue oral (Colombo et 

al., 2002; Sedgley et al., 2004; Silva-Boghossian et al., 2011; Souto & Colombo 2008; 

Rams et al., 2013; Colombo et al., 2016). Entretanto, enterococos orais são comumente 

detectados em menor prevalência quando o cultivo microbiano é usado (Rams et al., 

1992; Sedgley et al., 2004; Salah et al., 2008; Chindambar et al., 2019). Rams e 

colaborados foram capazes de isolar cerca de 6% de cepas de enterococos de um grande 

número de amostras de placa subgengival de pacientes com periodontite, enquanto outros 

pesquisadores relataram taxas de detecção em torno de 7% em bochechos de pacientes 

com doenças orais (Sedgley et al., 2005; Salah et al., 2008). Outros estudos, entretanto, 

também empregando cultivo microbiano, reportaram frequência mais elevadas no 

biofilme subgengival de uma população Indiana (26,8%), bem como em bochechos orais 

de uma coorte brasileira (16,6%) e saliva (21,8%) de Norte-americanos saudáveis. 

(Komiyama et al., 2016; Chidambar et al., 2019). Apesar de termos utilizado meios 

seletivos para o isolamentos dessas espécies de uma comunidade microbiana oral 

altamente diversificada, todas as amostras subgengivais também foram cultivadas em um 

meio rico não seletivo (BHI), de forma que as culturas negativas em meio de 

enterococccel foram repetidas para garantir a recuperação dessas espécies da cultura 

mista. Mesmo após a incubação e reinoculação, apenas 25% das amostras de biofilme 

subgengival apresentaram crescimento em meio seletivo. Destes, 29,9% foram 

posteriormente identificados como Enterococcus spp. Portanto, a variação nas taxas de 

detecção de enterococos pode ocorrer como resultado de diversos fatores, além das 

técnicas de detecção.  

Independentemente da metodologia empregada, nossos achados concordam com 

a maioria das investigações que observaram uma maior taxa de isolamento/detecção de 

enterococos orais, principalmente E. faecalis, de indivíduos com DPs (G: 7,8% e P:9,8%) 

em relação aos pacientes com SP (2,2%). Da mesma forma, outros autores não detectaram 

ou detectaram números muito baixos de enterococos em pacientes com SP, mas relataram 

uma maior prevalência desses microrganismos (20-50%) em indivíduos com P (Colombo 

et al., 2002; Souto & Colombo, 2008; Colombo et al., 2016; Bhardwaj et al., 2017; 
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Chidambar et al., 2019). Enterococos orais são raros e transitórios na cavidade bucal de 

indivíduos saudáveis, e quando presentes em níveis mais elevados estão associados à má 

higiene oral, falha terapêutica e infecções orais (Zoletti et al., 2006; Razavi et al., 2007; 

Zehnder & Guggenheim, 2008; Balaei-Gajan et al., 2010; Wang et al.,2011). Vale 

ressaltar que E. faecalis pode estar presente em diferentes camadas do biofilme dentário, 

interagindo com diferentes espécies orais (Johnson et al., 2006; Thurnheer & Belibasakis, 

2015). Além disso, E. faecalis apresenta a capacidade de formação de biofilme, adesão e 

invasão de células epiteliais gengivais e capacidade de sobreviver em células epiteliais 

num ambiente hostil como a bolsa periodontal (Subramanian & Mickel, 2009; Colombo 

et al., 2013; La Rosa et al., 2016;  Ch’ng et al., 2019). 

Assim, mesmo sendo oportunistas transitórios na cavidade oral, a persistência de 

um biofilme disbiótico associado às DPs pode favorecer, a longo prazo, a colonização por 

esses patógenos, que direta ou indiretamente podem contribuir para o início, progressão 

e/ou recorrência de infecções orais. A produção de vários fatores de virulência e 

resistência a diversos antimicrobianos desses microrganismos podem justificar, em parte, 

sua alta ocorrência na DP, visto que podem induzir inflamação periodontal e destruição 

dos tecidos de suporte dentário, bem como se beneficiar da presença de produtos 

bacterianos e do hospedeiro disponíveis na bolsa periodontal (Barbosa et al., 2001; 

Gonçalves et al., 2007; Silva-Boghossian et al., 2011; Ardila et al., 2012; Song et al., 

2013; Rams et al., 2013; Bhardwaj et al., 2017; Najavi et al., 2020).  

De fato, interações sinérgicas e/ou antagônicas entre diversos microrganismos 

ocorrem constantemente dentro do biofilme subgengival, e tornam-se ainda mais 

complexas quando presentes numa microbiota disbiótica associada à periodontite 

(Barbosa et al., 2001; Gonçalves et al., 2007; Silva-Boghossian et al., 2011).  

Ao correlacionarmos a presença de enterococos com a composição da microbiota 

subgengival, observamos que a espécie F. nucleatum foi significativamente mais 

prevalente na microbiota subgengival de Enterococcus spp. positivos do que em 

indivíduos negativos. Ambas as espécies são conhecidas por interagirem com uma grande 

quantidade de espécies em infecções polimicrobianas associadas ao biofilme (Ch’ng et 

al., 2019). A co-agregação de F. nucleatum com E. faecalis e estreptococos orais no 

biofilme parece ser seletiva e mediada por uma proteína hipotética conservada Aid1 

(adesão induzida ao determinante 1), sugerindo que a expressão ou supressão desta 

proteína seja importante para o reconhecimento e discriminação por F. nucleatum de coco 

Gram-positivos específicos para interagir em diferentes estágios do desenvolvimento do 
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biofilme dentário (Kaplan et al., 2014). Por outro lado, uma frequência significativamente 

baixa de C. albicans foi encontrada em indivíduos enterococos positivos, corroborando a 

relação de antagonismo entre essas espécies. Estudos têm demonstrado que a enterocina 

EntV inibe a morfogênese das hifas de C. albicans e a formação de biofilme, reduzindo 

sua patogenicidade em uma candidíase orofaríngea associada ao biofilme (Graham et al., 

2017). Também foi encontrada em nosso estudo uma baixa prevalência de um possível 

candidato a patógeno periodontal, D. pneumosintes, em pacientes que apresentavam 

enterococos carreadores do gene de biofilme em superfícies plásticas (bopD+), um fator 

essencial na formação do biofilme dentário (Di Rosa et al., 2006). Em um estudo anterior, 

associamos a relação entre os patógenos periodontais e patógenos não orais com a 

gravidade da periodontite. Embora o Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) tenha 

sido o principal preditor da periodontite avançada (anteriormente definhada como 

periodontite agressiva), a co-agregação de Aa e E. faecalis foi relacionada à forma menos 

grave da doença (Silva-Boghossian et al., 2011). Desta forma, E. faecalis pode atenuar 

ou aumentar a virulência de patógenos específicos dentro de biofilmes associados a 

diversas doenças, dependendo da pressão seletiva de determinantes ecológicos no 

microambiente. Por outro lado, a presença simultânea de Aa e P. aeruginosa vem sendo 

relacionada.  Ardila e colaboradores (2012) descreveram uma relação sinérgica entre o 

patógeno periodontal Aa e P. aeruginosa. Dos 76 pacientes que apresentavam 

periodontite crônica em seu estudo, 20 apresentavam Aa e 18 P.aeruginosa, sendo que 

em 14 indivíduos possuíam ambas as espécies, correlações positivas entre a presença 

dessas espécies com os parâmetros clínicos periodontais também foram encontrados. 

Boghossian e colaboradores descreveram associações fortes entre bactérias não- orais e 

periodontopatógenos, sendo detectado A. baumannii em indíviduos com periodontite 

crônica e agressiva numa frequência mais elevada do que na saúde periodontal e 

gengivite. Algumas variáveis como idade, prevalência do complexo vermelho, presença 

de A. baumannii e P. aeruginosa foram fortemente associadas à sítios com PS e NCI 

maiores que 5mm. Sendo a alta prevalência de Aa, Acinetobacter, complexo vermelho 

com P. aerugionosa associadas a forma mais agressiva da doença. Enquanto que uma alta 

frequência de Aa associado a presença de E.faecalis e associação com o complexo 

vermelho mais associado a forma crônica. 

A interação desses patógenos oportunistas com espécies orais comensais e 

patogênicas no BD tem uma implicação clínica relevante, visto que  níveis elevados 

desses microrganismos na bolsa periodontal pode aumentar o risco de disseminação para 
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o trato respiratório e corrente sanguínea em indivíduos imunodeficientes e hospitalizados 

(Navazesh & Mulligan, 1995; Ewan et al., 2015). Além disso, muitos desses 

microrganismos são capazes de carrear e facilmente transferir genes de resistência para 

outras espécies do BD, comprometendo o tratamento de infecções orais e sistêmicas com 

antimicrobianos. Nossos resultados demonstraram que cerca de 60% dos isolados de 

BGN de todos os grupos clínicos periodontais apresentaram resistência ou sensibilidade 

reduzida (intermediária) a um ou mais antimicrobianos. A maioria dessas espécies da 

família Enterobacteriacea foi resistente às cefalosporinas de primeira e segunda 

gerações, bem como à amoxicilina-clavulanato, um antimicrobiano amplamente utilizado 

na área odontológica. Porém, apenas uma cepa de K. pneumoniae isolada de periodontite 

foi resistente à ciprofloxacina e imipenem. Achados semelhantes foram relatados por 

diversos autores que investigaram essas espécies em amostras da população brasileira de 

diferentes regiões do país. Gaetti-Jardim et al. (2010) analisaram amostras de saliva, placa 

dentária e mucosa de indivíduos com diversas afecções periodontais e edêntulos. Taxas 

similares de BGN resistentes à amoxicilina-clavulanato (42%) e cefalotina (34%), 

geralmente produtores de beta-lactamases, e baixa resistência à amicacina, gentamicina, 

ciprofloxacina e imipenem foram reportados. Barbosa et al. (2001) também identificaram 

uma alta susceptibilidade à ciprofloxacina, entretanto uma taxa de resistência muito maior 

à amoxicilina-clavulanato (70%) em bastonetes entéricos, pseudomonas e Acinetobacter 

spp. de lesões de periodontite foi encontrada. Em outro estudo, além da elevada 

resistência à amoxicilina-clavulanato (57,8%) e cefoxitina (45,3%), os autores reportaram 

um número elevado de multirresistência (48%) em cepas de Enterobacteriaceae isoladas 

da cavidade oral de profissionais de saúde e trabalhadores de um hospital (Leão-

Vasconcelos et al., 2015). Da mesma forma, Gonçalves et al. (2007) identificaram altos 

níveis de resistência à amoxicilina-clavulanato (81%) e multirresistência de bastonetes 

entéricos (50%) isolados de bolsas periodontais, apesar da baixa prevalência de 

Enterobacteriaceae (20%).  

Em contraste a esses achados, detectamos uma baixa prevalência de 

multirresistência aos antimicrobianos testados para BGN (4,6%) de acordo com o CLSI. 

Curiosamente, as poucas cepas multirresistentes foram isoladas de pacientes com 

histórico médico de internações hospitalares e/ou terapia antimicrobiana previamente à 

entrada no estudo. Uma cepa de K. pneumoniae resistente ao imipenem no teste de 

susceptibilidade antimicrobiana e com hidrólise positiva aos carbapenêmicos foi 

encontrada, entretanto, este isolado não apresentava nenhum dos genes codificadores de 
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ESBL e carbapenemases pesquisados, de acordo com os achados de Leão-Vasconcelos e 

colaboradores (2015). Em um estudo piloto, a produção de ESBL por Enterobacteriaceae 

de biofilme dental de indivíduos saudáveis, porém portadores fecais dessas bactérias foi 

um achado incomum. Por outro lado, outros autores relataram altos números de BGN 

orais e não orais produtores de várias ß-lactamases e portadores de vários genes de 

resistência aos ß-lactâmicos (Gaetti-Jardim et al., 2010; Dupin et al., 2015). Embora o 

fenótipo positivo de ESBL e a redução da sensibilidade ao imipenem seja sugestiva da 

presença de carbapenemases e ESBL, nem sempre os genes codificadores dessas enzimas 

são detectados (Bratu et al., 2005; Meyer et al., 2011). Assim, é possível que outros 

mecanismos de resistência a esses antimicrobianos ocorram, como a combinação de 

ESBL ou AmpCs, que são cefalosporinases capazes de hidrolisar vários β-lactâmicos, 

como penicilinas, cefalosporinas de de 1ª, 2ª e 3ª geração, aztreonam, além de 

hidrolisarem pobremente cefalosporinas de quarta geração, como, cefepima e os 

carbapenens. Além de mutações nas porinas, que são protéinas presentes na membrana 

celular externa de lipopolissacarídeos de BGN responsáveis pela permeabilidade celular 

(Bradford et al., 1997; Pasteran et al., 2009).  

Similarmente aos isolados de BGN, 64.3% das cepas de enterococos do presente 

estudo apresentaram resistência a pelo menos um antimicrobiano. Apenas 11% dos 

isolados foram sensíveis a todos antimicrobianos testados, e muito poucas cepas 

apresentaram resistência ou sensibilidade intermediária à ampicilina, vancomicina, 

minociclina e cloranfenicol. No entanto, foram observadas altas taxas (>55%) de 

enterococos com baixa susceptibilidade e/ou resistência à ciprofloxacina (68%), 

eritromicina (82%) e rifampicina (57%), enquanto cerca de 29% dos isolados 

apresentaram baixa sensibilidade a doxiciclina. A maioria dos estudos que testaram 

susceptibilidade antimicrobiana de enterococos orais também mostraram baixa ou 

nenhum resistência a penicilinas, vancomicina e cloranfenicol (Rams et al., 1992; 

Sedgley et al., 2004; Di Rosa et al., 2006; Salah et al., 2008; Dahlén et al., 2012; 

Komiyama et al., 2016), com exceção de Brardwaj e colaboradores que relataram 13.3% 

de resistência à vancomicina na Índia e Gaetti-Jardim et al. que observaram altas taxas de 

resistência às penicilinas (30%) e cloranfenicol (47%) em amostras orais de brasileiros 

com DPs. Já a elevada resistência de enterococos orais a tetraciclinas (25-54%) e 

eritromicina (29-43%) é descrita por diversos autores (Rams et al., 1992; Sedgley et al., 

2004; Di Rosa et al., 2006; Salah et al., 2008; Dahlén et al., 2012; Komiyama et al., 

2016). No entanto, apenas 2 estudos detectaram enterococos orais com taxas de 
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resistência à eritromicina (80-100%) semelhantes aos nossos achados (Rams et al., 1992; 

Anderson et al., 2016). Além disso, nenhuma investigação relatou alta prevalência de 

enterococos orais com baixa sensibilidade ou resistência à ciprofloxacina e rifampicina 

como por nós observada (Sedgley et al., 2004; Salah et al., 2008; Gaetti-Jardim et al., 

2010; Anderson et al., 2016). Resistência ou baixa sensibilidade à ciprofloxacina, quando 

detectada, variou entre 9 a 13% (Rams et al., 1992; Di Rosa et al.,2006; Rams et al., 

2013; Bhardwaj et al., 2017).  

Essa alta taxa de resistência de espécies de Enterobacteriaceae e enterococos na 

placa subgengival, principalmente a antimicrobianos das classes das penicilinas, 

cefalosporinas, tetraciclinas, quinolona e macrolídeos tem implicações clínicas 

importantes, visto que esses antimicrobianos estão entre os antibióticos mais prescritos 

na clínica odontológica, e também são empregados como adjuvantes do tratamento 

periodontal mecânico (Oberai et al., 2015; Rams et al., 2013). Além disso, os enterococos 

possuem uma alta taxa de transferência horizontal de genes de resistência a 

antimicrobianos dentro dos biofilmes, particularmente com bactérias orais na placa 

dentária (Sedgley et al., 2008; Sun et al., 2012).  

Nas últimas décadas, o crescente aumento da resistência microbiana a várias 

substâncias é alarmante, pois está diretamente relacionado ao uso excessivo ou incorreto 

de agentes de amplo espectro, à falta de um controle de antimicrobianos no ambiente 

ambulatorial e hospitalar, bem como ao resultado da pressão seletiva exercida pelo uso 

de antimicrobianos fora da área médica, como na medicina veterinária, alimentação 

animal, agricultura e produção de peixe (Prestinaci et al., 2015; Holmes et al., 2016; 

Chaudhry et al., 2019). Na odontologia, o uso de antimicrobianos está sendo cada vez 

mais controlado. As diretrizes para a prevenção de endocardite infecciosa e infecções 

articulares protéticas foram revisadas em 2007 e 2012 e mudanças foram sugeridas 

(Wilson et al., 2007; Suda et al., 2019). Essas revisões concluíram que havia evidência 

insuficiente sobre a eficácia da profilaxia antibiótica associada à endocardite, infecções 

articulares e atendimento odontológico. Atualmente, os antimicrobianos para profilaxia 

são recomendados, de acordo com as novas diretrizes, para pacientes com doenças 

cardíacas de alto risco submetidos a procedimentos odontológicos invasivos (Wilson et 

al., 2007; Suda et al., 2019). O controle do uso empírico, principalmente a nível 

ambulatorial, e em populações com baixo acesso à tratamento dental de qualidade, é 

primordial na prevenção de seleção de espécies multirresistentes em reservatórios como 

o BD, mucosa oral e dorso da língua. 
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A participação dessas espécies não orais nas DP e outras doenças orais disbióticas, 

como a cárie e mucosite oral, ainda é desconhecida, provavelmente pela complexidade 

das interações que ocorrem no BD associado à doença em diferentes indivíduos. 

Certamente, esses microrganismos apresentam vários fatores de virulência relacionados 

à colonização, invasão tecidual, formação de biofilme, evasão do hospedeiro e 

persistência no local infectado que são compatíveis com a patogênese das DP (Franz et 

al., 2003; Franz et al., 2011). Dos genes codificadores de fatores de virulência em 

enterococos, obervamos uma alta prevalência de ace (64.3%), asa (39.3%) e esp (35.7%), 

os quais são os principais componentes da superfície do enterococos responsáveis pela 

ligação às proteínas da matriz extracelular (colágeno e laminina), invasão celular e 

formação do biofilme (Anderson et al., 2016; Ch’ng et al., 2019; Najafi et al., 2020). Três 

fatores de virulência também relacionados à capacidade dos enterococos em formar 

biofilme (gelE, bopD, ef1841/fsrFsrC) e promover degradação dos componentes do 

hospedeiro (gelE) foram detectados em 32.1% dos isolados. Outros autores encontraram 

frequências ainda maiores desses genes em enterococos orais de infecções mucosas, 

endodônticas e periodontais (Singh et al., 2010; Zoletti et al., 2011; Wang et al., 2011; 

Dahlén et al., 2012; Bhatty et al., 2015; Anderson et al., 2016; Barbosa-Ribeiro et al., 

2016; Akbari Aghdam et al., 2017). Já os genes asa373 e cylA, responsáveis pela 

colonização e lise das células imunes (evasão da resposta imune do hospedeiro) não foram 

detectados em nenhuma cepa isolada, conforme relatado em alguns estudos (Akbari 

Aghdam et al., 2017; Graham et al., 2017).  

Embora a formação de biofilme, atividades hidrolíticas de gelatinase e 

hemolisinas não foram aqui avaliados através de métodos fenotípicos, mais de 66% das 

cepas de bopD+ também eram ace+, asa+ e esp+, reforçando a associação desses genes 

com capacidade aumentada de formação de biofilme (Anderson et al., 2016; Akbari 

Aghdam et al., 2017; Di Rosa et al., 2006). Em contraste, apenas 3 das 9 cepas bopD+ 

eram gelE+. O fenótipo gelatinase normalmente encontra-se associado a uma enzima 

endopeptidase codificada pelo cluster de gene Ef1841/fsrFsrC (Di Rosa et al., 2006). Seis 

das 9 cepas positivas para Ef1841/fsrFsrC eram gelE-negativas, confirmando um possível 

fenótipo negativo. Já o gene de antígeno da endocardite (efaA) é comumente expresso em 

enterococos orais, entretanto, apenas 5 de nossos isolados foram positivos para esse gene 

(Sedgley et al., 2004; Zoletti et al., 2011; Dahlén et al., 2012). De maneira geral, 57% 

das 28 cepas de enterococos apresentaram 2 ou mais genes relacionados com os fatores 

de virulência testados. Associações entre a presença ou ausência dos genes esp, asa, 
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bopD, efaA e Ef1841/fsrC foram significativas, sugerindo possíveis mecanismos 

regulatórios entre esses fatores. A ausência do gene esp parece estar relacionada à 

ausência de bopD, efaA e Ef1841/fsrC. A presença de genes de virulência únicos ou 

múltiplos em enterococos subgengivais pode certamente contribuir para a patogênese das 

DPs, bem como representar um risco potencial para endocardite infecciosa após a terapia 

periodontal convencional no caso da presença do gene efaA (Najafi et al., 2020). 

Apesar não termos avaliado fatores de virulência específicos nas cepas orais de 

BGN, estes microrganismos apresentam inúmeros fatores de virulência relacionados a 

atividades enzimáticas hidrolíticas, como gelatinase, lecitinase, caseinase, elastase, 

envolvidas na destruição de matrizes extracelulares de colágeno, reforçando uma possível 

contribuição na patogênese da DP. Além de serem microrganismos constituídos de LPS, 

uma endotoxina que lhes confere patogenicidade e virulência, determinando efeitos 

biológicos que resultam no processo inflamatório (Sedgley & Samaranayake, 1994; 

Plésiat & Nikaido, 2002). 

Desta forma, podemos observar que o BD fornece um ambiente favorável e 

propício para a transferência genética de genes de resistência, bem como expressão de 

fatores de virulência, entre BGN e enterococos com espécies orais comensais ou 

patogênicas, que por sua vez podem limitar a eficácia da terapia periodontal e de possíveis 

terapias com antimicrobianos para tratamento de outras infecções do organismo, como 

otites, sinusites, faringites. Indivíduos com DP podem carrear níveis elevados dessas 

espécies na cavidade oral, podendo se tornar verdadeiras fontes de infecção e reinfecção 

com espécies resistentes para si próprios, outros indivíduos e para o meio ambiente. Essa 

disseminação sistêmica com foco de origem na cavidade bucal pode ser ainda mais 

evidente em indivíduos com higiene oral deficiente, pacientes hospitalizados e 

imunossuprimidos (Ewan et al. 2015). Portanto, medidas preventivas e terapêuticas para 

o controle do biofilme subgengival associado às DPs devem ser implementadas 

rotineiramente a fim de se eliminar ou prevenir possíveis focos infecciosos orais com 

microrganismos resistentes e virulentos com potencial de disseminação sistêmica e 

comprometimento da saude geral dos indivíduos. 
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8 CONCLUSÃO 

 

Uma alta prevalência de BGN é observada no biofilme subgengival, porém 

Enterococcus spp. (Enterococcus faecalis) são detectados com baixa frequência. 

Entretanto, no biofilme subgengival associado à periodontite, ambos os grupos de 

microrganismos estão presentes em alta prevalência em relação a pacientes com SP. 

Altas taxas de resistência/sensibilidade reduzida a antimicrobianos de uso 

rotineiro na prática Odontológica são detectadas nessas espécies, bem como fatores de 

virulência compatíveis com a patogênese das DPs.  

Correlações específicas entre a presença dessas espécies, sua susceptibilidade a 

antimicrobianos e virulência com espécies da microbiota subgengival estão presentes no 

biofilme subgengival, reforçando a complexa rede de interações entre os membros dessas 

comunidades, incluindo a possibilidade de transferência de genes de resistência e 

aumento da virulência. Além da implicação dessas espécies na saúde periodontal, as 

mesmas podem representar um risco ao desenvolvimento ou progressão de outras 

infecções do organismo humano, em particular em indivíduos imunodeprimidos ou com 

doenças crônicas de base. 
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ANEXO IV 

 

 

PROJETO DE PESQUISA EM PERIODONTIA - FACULDADE DE ODONTOLOGIA 

FICHA DE ANAMNESE 

Nome: __________________________________________________   

Data de Nascimento:  ___/___/___ 

Endereço:____________________________________________________________ 

Telefone:_______________Estado civil:_______________      Profissão:_______________ 

Número do prontuário: ___________         Número na pesquisa: ____________ 

Nome de contato:__________________________Telefone:_________________ 

Sua renda familiar é: ( ) 1. Menor de R$380,00 ( ) 2. de R$381,00 a $600,00 ( ) 3. de R$601,00 a 

$1000,00 ( ) 4. de R$1001,00 a R$1500,00 ( ) 5. mais de R$1500,00 

Raça: (   )Negro   (   ) Pardo   (   ) Branco (   ) Outros 

Quantas pessoas na família: (   ) 

Nível de escolaridade: Sabe ler e escrever? (  ) Sim    (  ) Não 

Qual é o curso mais elevado que cursou, no qual concluiu pelo menos uma 

série?_____________________ 

 

Questionário Médico 

 

1. Nome do seu médico: ______________________Telefone: __________________ 
2. Data do último exame médico: _________________________________________ 
3. Você já foi hospitalizado(a)?                                                                (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
4. Em caso de resposta positiva, qual o motivo?_________________________________ 
5. Você está sob cuidados médicos?                                                       (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
6. Em caso de resposta positiva, qual o motivo? _________________________________ 
7. Você tem ou já teve alguma das seguintes condições: 
a) Doenças congênitas do coração?                                                         (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
b) Doenças cardíacas (ex.: enfarte, angina, derrame, pressão alta, pressão baixa)? 
                                                                                                                           (  ) Sim (  )Não (  ) Não sei 

• Respiração difícil quando deitado ou sem fazer esforço?                (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 

• Inchaço nos pés ou nos tornozelos?                                                     (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 

• Dor, pressão ou mal estar no peito?                                                     (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
c) Febre reumática?                                                                                      (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
d) Endocardite bacteriana?                                                                          (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
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e) Sopro no coração?                                                                                       (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
f) Desmaios convulsões ou epilepsia?                                                          (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
g) Dor de cabeça freqüente (2 ou mais     por semana)?                           (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
h) Tratamento nervoso?                                                                                  (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
i) Problemas pulmonares (ex.: tuberculose, asma, enfisema, bronquite)?    (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não 
sei 
j) Hepatite, doenças hepáticas, icterícia?                                                     (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
k) Artrite ou dores articulares?                                                                        (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
l) Doenças sexualmente transmissíveis (ex.: sífilis, gonorréia, AIDS)?     (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
m) Diabetes?                                                                                                         (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 

• Demora na cicatrização dos ferimentos?                                                   (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 

• Você urina mais de seis vezes por dia?                                                       (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 

• Você sente sede a maior parte do tempo?                                                (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
n) Problemas sangüíneos (ex.: anemia, fragilidade capilar, coagulação, sangramento, hemoptise, 
melena, hematemese,hemotúria,epistaxes)?                                                  (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
o) Úlceras ou outros problemas estomacais?                                                (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
p) Reação alérgica a: anestésicos, antibióticos (ex.: penicilina, tetraciclina), sulfa, analgésicos, anti-
inflamatórios, tranqüilizantes, outros (ex.: alimentos, iodo, poeira)?             
                                                                                                                                   (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 

8. Você já sofreu transfusão sangüínea?                                                         (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
9. Você está tomando algum medicamento (listar nas observações)?      (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
10. Você teve um aumento ou diminuição acentuada do peso?                  (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
11. Você teve uma variação recente no apetite?                                             (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
12. Você sofreu tratamento com raios x, rádio ou cobalto?                          (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
Somente para mulheres 
13. Você já passou pela menopausa?                                                                (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 
14. Você está tomando algum hormônio?                                                        (  ) Sim  (  ) Não  (  ) Não sei 

Questionário Odontológico 

 

1. Nome do seu dentista:  ______________________ Telefone:_______________________ 
2. Freqüência de visitas ao dentista:_____________________________________________ 
3. Data da última visita ao dentista: _____________________________________________ 
4. História das extrações: 
a) Causa provável das extrações: _______________________________________________ 
b) Data da última extração: ____________________________________________________ 
c) Você teve reações adversas durante ou após alguma extração dentária  (  ) Sim  (  ) Não(  ) Não sei 
d) Você teve sangramento excessivo após alguma extração dentária?          (  ) Sim  (  ) Não(  ) Não sei  
5. Suas gengivas sangram?                                                                                      (  ) Sim  (  ) Não(  ) Não sei 
 

6. Você já teve algum abscesso periodontal ou GUN?                                       (  ) Sim  (  ) Não(  ) Não sei 
7. Você já fez algum tratamento periodontal?                                                    (  ) Sim  (  )Não(  ) Não sei 
8. Em caso de resposta positiva, qual e há quanto tempo?  ___________________________________ 
9. Realizou profilaxia profissional nos últimos 6 meses?                                   (   ) Sim (   ) Não  (   ) Não 
sei 
10. No momento encontra-se em tratamento ortodôntico?                              (  ) Sim  (  ) Não  (  )  
a) Alguém em sua família tem ou teve doença periodontal?                           (  ) Sim  (  ) Não(  ) Não sei 
b) Alguém em sua família teve perda precoce dos dentes?                              (  ) Sim  (  ) Não(  ) Não sei 
c) Em caso de resposta positiva, listar quem e possíveis causas: 
___________________________________________________________________________ 
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16.  Fez uso de antomicrobianos locais (incluindo uso de enxaguatórios bucais) ou sistêmica nos últimos 
6 meses?                                                                                                                      (   ) Sim (   ) Não (   ) Não sei 
17. Fez uso de anti-inflamatórios nos últimos 3 meses?                                    (   ) Sim (   ) Não (   ) Não sei 
18. Quantas vezes você escova os dentes por dia? 
____________________________________________ 
19. Alguém já lhe ensinou a escovar os dentes?                                                  (  ) Sim  (  ) Não(  ) Não sei 
20. Você usa fio dental?                                                                                            (  ) Sim  (  ) Não(  ) Não sei 
21. Fumante ou ex-fumante (até 10 anos)                                                            (   ) Sim (   ) Não(  ) Não sei 
22. Você está usando ou já usou algum medicamento para tratar de problemas dentários? 
                                                                                                                                        (  )Sim  (  )Não (  )Não sei 

23. Em caso de resposta positiva, que medicamento, quando usou e condição que levou ao uso: 
___________________________________________________________________________ 

  

 

_____________________________________________                                          

____/_____/______         

                               Assinatura 
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ANEXO V 

 

PERIOGRAMA 

 

 


