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Prefacio

O objetivo da ultima edicao deste livro de sucesso
continua sendo descrever a complexa relacao entre a
microbiota residente na cavidade bucal e o hospedeiro,
na saude e na doenca. Esta 6 edicao foi completamen-
te reescrita e atualizada, mas mantém sua filosofia de
explicar essa relacao por meio de principios ecologicos.
Essa abordagem ¢ benéfica para o leitor, pois propicia
um conjunto claro de principios para explicar as ques-
toes subjacentes que determinam se a microbiota tera
ou ndo uma relacdo benéfica ou adversa com o hos-
pedeiro em determinado local. Essa informacéo fornece
uma fundamentacéo que pode ser explorada por pes-
quisadores ou profissionais da area de satide para com-
preender, prevenir ou controlar a doenca.

Esta edicao reflete o impacto que a era da genomica
teve sobre a microbiologia. A aplicacao das técnicas de
Biologia Molecular revolucionou o nosso conhecimento
em relacao a riqueza e a diversidade dos microrganis-
mos que podem ser encontrados na cavidade bucal
e destacou que, mesmo com as mais sofisticadas
técnicas, apenas cerca de 50 a 70% da microbiota
pode ser cultivada em laboratério. Essas abordagens
moleculares também descreveram o envolvimento de
complexas relacdes entre microrganismos na etiologia

das doencas bucais. Esta edicdo inclui novas secoes
sobre os beneficios da microbiota bucal residente para
o0 hospedeiro e sobre os atuais conceitos de fatores
que impulsionam a disbiose na doenca periodontal.
Ha um novo capitulo sobre o papel emergente dos
microrganismos bucais nas doencas sistémicas e uma
abordagem contemporanea sobre o uso de antibiéticos
na terapia e profilaxia. Além disso, o capitulo sobre
controle de infeccoes foi ampliado.

Esta nova edicdo se baseia no sucesso das anteriores
e fornece uma cobertura ainda mais abrangente da area
de microbiologia bucal. O projeto grafico do livro foi
renovado, com Pontos-chave destacados para facilitar a
aprendizagem, e cada capitulo agora tem um conjunto
de questdes de multipla escolha para ajudar com a
autoaprendizagem. O livro esta indicado para estudan-
tes de graduacao e pos-graduacao, pesquisadores e uma
ampla gama de profissionais da area de Odontologia.

Phil Marsh
Mike Lewis
Helen Rogers
David Williams
Melanie Wilson
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CAPITULO 3

A Microbiota Residente da Cavidade Bucal

A microbiota residente da cavidade bucal é diversa e
consiste em uma ampla gama de virus, micoplasmas,
bactérias, fungos e até mesmo, em algumas ocasioes, pro-
tozodrios e arqueias. Estes tltimos sao microrganismos
procariontes, distintos das bactérias e incluem as meta-
nogénicas. Esta diversidade microbiana é um reflexo dos
intmeros e variados habitats presentes na cavidade bucal,
que sdo providos por uma gama de nutrientes endogenos
e exogenos. Além disso, em biofilmes como a placa dental,
gradientes desenvolvem-se em parametros de significado
ecologico, como tensao de oxigénio e pH, proporcionando
condicoes adequadas para o crescimento e a sobrevivéncia
de microrganismos com amplo espectro de necessidades.
Sob tais condi¢des, nenhuma populacio bacteriana indi-
vidual apresenta uma vantagem particular e numerosas
espécies podem coexistir. O biofilme também funciona
como uma verdadeira comunidade microbiana e nume-
rosos exemplos de inter-relacdes metabolicas sinérgicas
ocorrem. Isso permitira que algumas bactérias exigentes
sobrevivam e crescam quando fazem parte de um comu-
nidade em condicoes que nao seriam capazes de tolerar
se estivessem em uma cultura ou em um ambiente mais
homogéneo. Existem mais de 700 espécies bacterianas
que foram isoladas da cavidade bucal humana. Apro-
ximadamente 49% delas estdo oficialmente nomeadas,
17% nio foram nomeadas (mas sdo cultivaveis) e 34%
sdo conhecidas apenas como filotipos nao cultivaveis.
Antes da comunidade microbiana em dreas indi-
viduais na cavidade bucal ser discutida em detalhes
(Capitulos 4 e 5), serao descritos os tipos e propriedades
dos microrganismos encontrados comumente na satde e
na doenca. No entanto, em primeiro lugar, serd relevante
discutir os principios de classificacéo e de identifica-
cdo microbianas e descrever brevemente alguns dos
meétodos utilizados. A classificacao é a organizacdo dos
microrganismos em grupos (taxon) com base nas suas
similaridades e diferencas. Em contraste, a identificacao
¢ o processo de determinar se um novo isolado per-
tence a um determinado taxon (categoria). O objetivo
da classificacao é definir essas categorias em nivel de

26

Principios da classificagao microbiana
Principios da identificacao microbiana
Impacto da metagendmica

Dificuldades decorrentes dos recentes avangos
na classificacao microbiana

Cocos Gram-positivos
Streptococcus
Outros cocos Gram-positivos
Bacilos e filamentosos Gram-positivos
Actinomyces
Eubacterium e géneros relacionados
Lactobacillus
QOutros géneros
Cocos Gram-negativos
Bacilos Gram-negativos
Anaerobios facultativos e género capnofilico
Género anaerdbio estrito
Micoplasma
Fungos
Dominio Archaea
Virus
Protozoarios
Resumo do capitulo
Leitura adicional



género ou espécie. Tradicionalmente, um sistema hie-
rarquico é usado para nomear bactérias, de modo que
grupos de organismos relacionados intimamente formam
uma espécie, espécies relacionadas sao alocadas em um
género e assim por diante (Tabela 3.1). As espécies sao
designadas por nomenclatura binomial, o primeiro ter-
mo (palavra) para designar o género e o segundo, para
a espécie (p. ex., em Streptococcus mutans, o género é
Streptococcus e a espécie é mutans, Tabela 3.1), e todos
os nomes devem ser escritos em latim ou latinizados.
Caso um isolado ndo pertenca a algum taxon existente,
uma nova espécie pode ser proposta. A nomeacao das
bactérias reflete essa classificacio (nomenclatura) e é
regulamentada por comités internacionais. Uma vez
que um microrganismo tenha sido categorizado em uma
espécie, pode ser possivel subtipar cepas individuais;
esta abordagem pode ser valiosa em estudos epidemio-
légicos que investigam a transmissao de cepas entre os
individuos. As inter-relacdes entre essas abordagens
(classificacao, identificacao, tipagem de cepas) sio mos-
tradas na Figura 3.1. O processo de classificacao, nomen-
clatura e identificacdo de microrganismos é denominado
taxonomia, embora, as vezes, os termos classificacao e
taxonomia sejam usados de forma trocada.

PONTOS-CHAVE

A cavidade bucal pode sustentar o crescimento de diversas
comunidades de microrganismos.

Mais de 700 espécies de bactérias foram isoladas a
partir da cavidade bucal humana. Destas, aproximadamente
49% sao nomeadas oficialmente, 17% ndo foram nomeadas
(mas sdo cultivaveis) e 34% sdo conhecidas apenas
como filotipos ndo cultivaveis. Além disso, também estao
presentes virus, micoplasmas, leveduras, protozoarios e
representantes do dominio Archaea.

PRINCIPI0S DA CLASSIFICAGAO MICROBIANA

Conforme exposto anteriormente, o proposito dos esque-
mas de classificacdo é desenvolver um arranjo logico dos
microrganismos baseado em suas similaridades e relacoes.
Isto requer a determinacao e a comparacao de tantas
caracteristicas quanto possivel, embora em esquemas
de identificacdo, apenas alguns testes discriminatorios
fundamentais possam ser necessarios para fazer distin¢ao
entre os microrganismos. Os esquemas de classificacao
iniciais baseavam-se fortemente em critérios morfologicos
e fisiologicos simples, como a forma de uma célula e o
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TABELA 3.1
microbiana.

Hierarquia da classificacao

Alocagao taxondmica Exemplo

Reino Procaryotae

Divisao Firmicutes

Subdivisao Conteudo de DNA G + C
baixo

Ordem -

Familia Streptococcaceae

Género Streptococcus

Espécies Streptococcus mutans

Sorotipo* Streptococcus mutans
sorotipo ¢

Cepa* Streptococcus mutans
NCTC 10449**

*Essa classificagédo ndo é formalmente reconhecida na
taxonomia, mas é de grande importancia pratica.

DNA, &cido desoxirribonucleico; **NCTC = National
Collection of Type Cultures.

Esquema
de classificacao

'

Caracteristicas diferenciais
selecionadas para identificag@o

'

Atribuir isolados

Taxonomia —»

Estudos para associar
—>  as espécies na salde

as espécies & na doenga
Esquemas Estudos de transmissao,
de tipagem epidemiologia etc

FIGURA 3.1 Representacdo esquematica para distinguir classificagao,
identificacdo e tipagem de cepas bacterianas.

padrao de fermentacao dos acticares (Tabela 3.2). Na
verdade, estas abordagens analisavam apenas uma fracéo
do material genético da célula (genoma). A quimiota-
xonomia analisa e compara a composicao molecular de
componentes mais complexos da célula (p. ex., a compo-
sicdo quimica da parede celular ou dos lipidios de mem-
brana, perfis de proteina de células inteiras etc.), o que
desencadeou grandes melhorias nos esquemas de classifi-
cacdo. As caracteristicas antigénicas dos microrganismos
também podem ser comparadas com a utilizacao de téc-
nicas imunologicas (sorologia), nas quais sao utilizados
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TABELA 3.2 Algumas caracteristicas

utilizadas nos esquemas de classificacao
e identificacao microbiana.

Caracteristica Exemplos

Morfologia celular Forma; reagé@o na coloragéo de
Gram (morfologia e estrutura
celular); flagelos; esporos;

tamanho

Aparéncia da colénia  Pigmento; hemdlise; forma;

tamanho

Fermentacéo de
carboidrato

Producéo de acido ou gas

Hidrdlise de
aminoacidos

Producédo de amoénia

Padrao de produtos
da fermentacao

Butirato; lactato; acetato

Enzimas
pré-formadas

Glicosidases (p. ex.,
a-glicosidase)

Antigeno Anticorpos monoclonais/
policlonais para proteinas de
superficie

Lipidios Menagquinonas, acidos graxos
de cadeia longa

DNA Proporcao de guanina + citosina

(G + C); sequéncia do gene
16S rRNA; sequéncia do
genoma total

Perfil enzimatico Presenca/auséncia; mobilidade

eletroforética

Peptideoglicano Composicao dos aminoacidos

(p. ex., lisina)

DNA, acido desoxirribonucleico; rRNA, acido ribonucleico
ribossémico.

anticorpos especificos (policlonais ou monoclonais) para
detectar antigenos da superficie celular.

Os recentes estudos de filogenia baseiam-se na deter-
minacao da relacio genética entre as cepas, por exemplo,
comparando a sequéncia do acido ribonucleico ribos-
somico 16S (16S rRNA). Dentro dos genes de bacté-
rias e fungos, algumas regides da sequéncia do acido
desoxirribonucleico (DNA) sdo conservadas, enquanto
outras sao altamente variaveis e refletem a diversidade.
O rRNAribossomico bacteriano (16S rRNA) apresenta
cerca de 1.500 pares de bases de comprimento, sendo
curto o suficiente para um sequenciamento rapido,
empregando equipamentos de sequenciamento de
DNA automatizados e de tamanho apropriado para

fornecer uma diversidade de informacdes necessarias
para evidenciar semelhancas e diferencas entre as
cepas. As regioes conservadas podem ser utilizadas
como molde para a confeccao de sondas de oligonu-
cleotideos (primers). Com a utilizacdo da reacao em
cadeia da polimerase (PCR), fragmentos de genes 16S
rRNA podem ser amplificados e, entao, sequenciados
para identificar as diferencas nas regides variaveis. As
sequéncias podem ser comparadas com as de outros
microrganismos e mantidas em base de dados, de modo
que a relacdo de um isolado com uma espécie conhecida
pode ser determinada e arvores evolutivas (filogenéti-
cas) podem ser desenvolvidas. A técnica é relativamente
rapida e tem facilitado a andlise de uma gama muito mais
ampla de bactérias do que era possivel anteriormente.
A comparacao das sequéncias de genes de 16S rRNA
revolucionou o campo da taxonomia microbiana e tem
esclarecido a classificacdo de muitos grupos de bactérias
bucais previamente heterogéneos, como os estreptococos
(Tabela 3.3) e os bastonetes Gram-positivos anaerobios
anteriormente agrupados como espécies de Eubacterium
(Fig. 3.6). Além de classificar cepas desconhecidas, esta
abordagem também pode ser usada para identificar iso-
lados e apresenta muitas vantagens sobre as abordagens
convencionais de cultura (ver mais adiante, Fig. 3.2). Da
mesma forma, o recente desenvolvimento de sequencia-
dores de DNA de tultima geracao possibilitou que grupos
de pesquisa sequenciassem rapidamente, com baixo cus-
to, todo o genoma de bactérias isoladas (sequenciamento
completo do genoma [WGS, whole genome sequencing] e
sequenciamento de nova geracao [NGS, next generation
sequencingl). As sequéncias do genoma podem, entao,
ser alinhadas com as de espécies conhecidas em bases de
dados internacionais de microrganismos de referéncia.
Esta abordagem também pode ser aplicada a amostras
coletadas diretamente do meio ambiente ou a partir
de espécimes clinicos, embora a analise de genomas
multiplos (metagenomica) em uma amostra complexa,
como o biofilme dental, exija suporte sofisticado de
bioinformatica. A metagenomica é uma abordagem
poderosa recente para determinar a composicéo das
comunidades microbianas e é especialmente vantajosa
quando algumas das espécies que as compoem ainda nao
podem ser cultivadas em cultura pura em laboratorio. A
metagenomica estd transformando a nossa compreensao
sobre as comunidades microbianas e tera, sem duvida,
um grande impacto no futuro, nao sé na melhoria da
classificacao dos microrganismos, mas também na ana-
lise mais precisa das amostras clinicas.



TABELA 3.3 Espécies de estreptococos

bucais isolados em seres humanos.

Grupo Espécies
Grupo S. mutans sorotipos ¢, ¢, f, k
mutans* S. sobrinus sorotipos d, g
S. criceti sorotipo a
S. ratti sorotipo b
Grupo S. salivarius
salivarius S. vestibularis
Grupo S. constellatus
anginosus S. intermedius

S. anginosus

Grupo mitis S. sanguinis

S. gordonii

S. parasanguinis
S. oralis

S. mitis

S. cristatus

S. oligofermentans
S. sinensis

S. australis

S. peroris

S. infantis

S. dentisani

S. tigurinus

*O grupo mutans também inclui S. ferus (isolado de ratos),
S. macacae e S. downei (sorotipo h) (isolado de macacos).

Uma consequéncia da classificacao é a proposi-
cao de novas espécies. Uma espécie representa uma
colecdo de cepas que compartilham muitas caracteris-
ticas em comum e que diferem, consideravelmente, de
outras cepas. Uma vez que uma espécie foi reconhecida,
entdo uma cepa-tipo, que tem propriedades repre-
sentativas da espécie, é nominada. Estas sao mantidas
em colecoes, como a American Type Culture Collection
(ATCC) ou a National Collection of Type Cultures (NCTC),
que esta localizada no Reino Unido.

Uma espécie pode ser dividida em subespécies caso
variacoes fenotipicas menores, mas consistentes, forem
reconhecidas. Da mesma forma, grupos de cepas den-
tro de uma espécie, as vezes, podem ser distinguidos
por uma caracteristica especial. Por exemplo, as cepas
com uma propriedade bioquimica ou fisiologica especial
sao denominadas biovares ou biotipos, enquanto as
cepas com uma composicao antigénica diferente sao
descritas como sorovares ou sorotipos e podem ser
reconhecidas por meio da utilizacao de anticorpos
apropriados. As abordagens moleculares também
podem ser adaptadas para subtipar cepas dentro de
uma espécie. Com excecao do sequenciamento direto,
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Cultura Molecular

Amostra

Dispersao e diluicéo Extracdo de DNA

| |

Agar seletivo Amplificacéo do gene 16S rRNA
e ndo seletivo com sondas universais

' |
Incubacéo sob Clonagem

condices atmosféricas . .
. e sequenciamento parcial
apropriadas

Contagem de col6nias Pesquisa por homelogia
em base de dados
| v
Esquema de Identificagdo Construgao,c.ie sondas especificas
para analises subsequentes

Vantagens: Bactérias cultivaveis
podem ser estudadas para estudos
metabdlicos e para testes

de sensibilidade antimicrobiana.

Quantitativo.

Vantagens: Relativamente pouco
viés - todas as bactérias produzem
DNA independentemente da sua
predominancia ou propriedades.
Répido.

Desvantagens: Apenas 50 a 70%
das bactérias podem ser cultivadas;
tendenciosa em direcdo a organismos
predominantes e de crescimento mais
rapido. Processo lento.

Trabalho intenso.

Desvantagens: As propriedades

tém de ser inferidas a partir de
sequéncia de dados; as vezes
apenas dados limitados estéo
disponiveis. O teste de sensibilidade
antimicrobiana nao é possivel.
Semi-quantitativo.

FIGURA 3.2 Os principais estagios na determinagdo da composigdo
microbiana da microbiota de amostras da cavidade bucal por cultura
ou por abordagens moleculares. DNA = 4cido desoxirribonucleico;16S
rRNA = &cido ribonucleico ribossdmico 16S.

a maioria dos métodos envolve amplificacdo por PCR e
perfis eletroforéticos dos amplicons ou fragmentos dige-
ridos destes. Além disso, o DNA gendomico completo
pode sofrer digestdo por diferentes enzimas de restricao
(endonucleases), que cortam o acido nucleico em locais
especificos. Estes produtos da digestdo sdo submetidos
a eletroforese em um gel de agarose para gerar uma
“impressao digital” cromossomica. Diferentes cepas
gerardo padroes diferentes (polimorfismos de compri-
mento de fragmentos de restricao [RFLP]), embora
cepas que parecem apresentar padroes semelhantes
precisem ser comparadas apos a digestdo com mais de
uma enzima. Um software esta disponivel comercial-
mente para analise dos perfis de eletroforese. Para perfis
altamente complexos, os fragmentos de restricio podem
ser transferidos para membranas de nitrocelulose ou de
nailon e hibridizados com uma sonda adequadamente
marcada para fornecer um perfil mais simples.
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PRINCIPIOS DA IDENTIFICAGAO MICROBIANA

Uma vez que os organismos tenham sido corretamen-
te classificados por meio de técnicas rigorosas, entao
esquemas de identificacao mais simples podem ser
desenvolvidos, nos quais apenas um namero limitado de
propriedades discriminatérias principais é comparado
(Fig. 3.1, Tabela 3.2). A primeira fase na identificacéo
das bactérias pode envolver a reacio do microrganismo
com um corante, por exemplo, a coloracao de Gram,
e a determinacdo da morfologia celular. As bactérias
sdo, entdo, descritas como sendo, por exemplo, cocos
Gram-positivos ou bacilos Gram-negativos e assim por
diante. Dependendo do resultado dessa divisao, podem
ser realizados testes fisiologicos simples, como a deter-
minacao de padroes de fermentacio do acucar, perfis
de produtos de fermentacao acida apos o metabolismo
da glicose ou atividade enzimatica. A rapida deteccao
(cerca de 4 h) de enzimas expressas constitutivamente
por suspensoes concentradas de bactérias simplificou
a identificacao de alguns grupos de bactérias. Os subs-
tratos ecologicamente relevantes que detectam enzimas,
como as glicosidases que clivam residuos de acucar das
mucinas salivares, atualmente sio mais comumente
utilizados para diferenciar grupos de bactérias que antes
eram dificeis de se separar, por exemplo, estreptococos
bucais. Alguns destes testes foram incorporados em
kits e estdo disponiveis comercialmente, juntamente
com bases de dados computadorizadas, para facilitar
a identificacdo.

Anticorpos monoclonais e primers universais (son-
das de oligonucleotideos) foram desenvolvidos para a
identificacao rapida de algumas espécies e, principal-
mente, daquelas associadas a doencas. Esses anticorpos
e sondas podem ser marcados com uma molécula de
sinalizacao para ajudar na deteccdo. Exemplos destas
moléculas incluem corantes fluorescentes (Fig. 3.3),
radiomarcadores ou enzimas sinalizadoras, como a
peroxidase. Estas técnicas apresentam a vantagem de
que os microrganismos podem ser detectados direta-
mente em uma amostra clinica, como o biofilme dental,
sem a necessidade de cultura prolongada. No entanto,
uma desvantagem potencial é que estas abordagens
podem detectar tanto células mortas como viaveis e sao
apenas aplicaveis a espécies para as quais os reagentes
ja estao disponiveis.

Os esquemas de identificacao microbiana convencio-
nais podem ser utilizados somente quando os microrga-
nismos ja foram isolados e cultivados em cultura pura.

Inevitavelmente, o procedimento para a obtencao de
cultura pura (dispersao e diluicao da amostra, cres-
cimento em placas de agar seletivas e nao seletivas,
condicoes de incubacio etc.) leva a introducdo de viés,
pelo fato de os microrganismos crescerem rapida e facil-
mente em condicoes laboratoriais (Fig. 3.2). Técnicas
alternativas e independentes de cultura evoluiram a
partir de abordagens moleculares modernas, que pro-
porcionam uma imagem mais precisa da diversidade
(riqueza) da microbiota em uma vasta gama de habitats.
Muitas bactérias bucais sao dificeis de crescer e atual-
mente cerca de 30-50% nao sao cultivaveis em cultura
(sendo descritas como espécies nao cultivaveis). Kits
moleculares estao comercialmente disponiveis para
identificar bactérias selecionadas que estao associadas
a doencas, especialmente a doenca periodontal. Atual-
mente, existe um servico disponivel no The Forsyth Ins-
titute, Estados Unidos (EUA), denominado HOMINGS
(do inglés, The Human Oral Microbe Identification using
Next Generation Sequencing), que oferece identifica-
cao em nivel de espécie de cerca de 600 taxons, com
mais de 100 alvos para género, usando DNA isolado a
partir de amostras clinicas da cavidade bucal.

IMPACTO DA METAGENOMICA

Conforme anteriormente mencionado, atualmente a
relacao genética dos microrganismos é determinada
principalmente por meio de comparacdes de sequéncias
de 16S rRNA ou por sequenciamento de genoma
completo (WGS ou NGS). O maior impacto destas
abordagens tem sido na analise de diversas comuni-
dades de microrganismos a partir de inimeros nichos
(ecologia molecular ou metagenomica), incluindo a
cavidade bucal. Comparacoes entre o numero de células
em amostras que podem ser observadas por microscopia
versus aquelas que podem ser cultivadas em laboratério,
mesmo utilizando as técnicas mais avancadas, demons-
traram que somente uma proporc¢ao da microbiota de
uma area pode ser cultivada. A fracdo cultivavel pode
variar de menos de 1% da contagem total de células
em alguns habitats marinhos até cerca de 50 a 70% da
microbiota bucal. Como mencionado anteriormente,
essas bactérias saio denominadas nao cultivaveis e as
razoes para isso podem ser o desconhecimento de um
nutriente essencial ou outro fator para o crescimento
ou porque as bactérias evoluiram para crescer como
parte de uma comunidade de células e nao em cultura
pura isolada.
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FIGURA 3.3 Exemplos de bactérias atualmente ndo cultivaveis do biofilme subgengival visualizadas usando técnicas de hibridizacao in situ
fluorescente (FISH). (A) Sondas de oligonucleotideos para 16S rRNA foram usadas para para detectar bactérias (verde) e espécies de Treponema
(vermelho). Cortesia da Dra. Annette Moter e produzido com permissao de Springer-Verlag GmbH & Co. (Norris SJ, Paster BJ, Moter A and Gobel
UB, The genus Treponema, in The Prokaryotes, Third Edition; Berlin: Springer, 2007). (B) Sondas de oligonucleotideos para dcido ribonucleico ribossomico 16S
(16S rRNA) foram usadas para detectar bactérias (verde) e membros do filo TM7 (azul). Cortesia do Dr. Cleber Ouverney e da American Society for Microbiology
(ver Ouverney et al. App! Environ Microbiol 2003 69:6294—-6298).
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A analise de sequéncias de 16S rRNA bacteriano tem
sido crucial para a melhora da taxonomia bacteriana.
Embora tais abordagens moleculares tenham permiti-
do a construcao de arvores filogenéticas que incluem
microrganismos atualmente nao cultivaveis, em muitos
casos, 0 género e o nome da espécie ainda nao podem
ser atribuidos, dada a incapacidade de se caracterizar
fenotipicamente o microrganismo. No caso do micro-
bioma bucal uma base de dados baseada em filogenia, a
Human Oral Microbiome Database (HOMD), foi disponi-
bilizada na internet em 2008 e fornece um esquema
taxondmico provisorio para bactérias bucais humanas
nao identificadas. Atualmente, a HOMD indica que
existem 707 espécies bacterianas na cavidade bucal
humana, sendo 49% delas oficialmente nomeadas,
17% nao nomeadas (mas podendo ser cultivadas) e
34% permanecendo como filotipos néo cultivaveis. A
HOMD agrupa estas espécies (taxons, nivel de espécie
neste caso) em 16 filos (a principal divisao taxondmica
das bactérias). A Figura 3.4 ilustra os géneros predo-
minantes atualmente aceitos (e os respectivos filos)
da microbiota bucal baseados no sequenciamento do
gene 16S rRNA. Até 96% dos taxons bucais pertencem
a Firmicutes, Bacteroides, Proteobacteria, Actinobacteria,
Spirochaetes e Fusobacteria. Os 4% restantes dos taxons
séo pertencentes aos filos de Euryarchaeota, Chlamydiae,
Chloroflexi, SR1, Synergistetes, Tenericutes, Chlorobi, Gra-
cilibacteria (GNO2), WPS-2 e Saccharibacteria (TM7).

Sondas de oligonucleotideos também podem ser
utilizadas para que a presenca destes microrganismos
possa ser determinada de forma relativamente simples
em amostras clinicas utilizando testes rapidos, como
PCR ou hibridizacdo in situ, normalmente com um
marcador fluorescente (FISH) (Fig. 3.3). Um beneficio
importante destas abordagens moleculares baseadas em
PCR ¢é o seu potencial para detectar microrganismos
que estdo presentes em baixa quantidade. Embora as
propriedades destes microrganismos nao cultivaveis
nao possam ser determinadas utilizando testes conven-
cionais (tais como padroes de fermentacao do acuicar
ou perfil de sensibilidade aos antibioticos), existem
bases de dados genéticas que podem ser consultadas
para procurar sequéncias homologas com funcoes
conhecidas. Isto pode fornecer ideias sobre as pro-
priedades importantes desses microrganismos nao
cultivaveis, como sua estrutura de parede celular, suas
caracteristicas de viruléncia, as vias metabolicas que
podem empregar e até mesmo sua possivel resisténcia
aos agentes antimicrobianos.

Duas grandes familias de novas bactérias que sao
ndo cultivaveis em cultura pura foram identificadas na
cavidade bucal (Fig. 3.3) e sio comumente detecta-
das em bolsas periodontais profundas; detalhes serdo
apresentados mais adiante neste capitulo. Além disso,
alguns géneros contém exemplos de espécies cultiva-
veis e nao cultivaveis. Existem cerca de 50 espécies de
Treponema que, embora observadas microscopicamente
e detectadas por abordagens moleculares, nao podem
ser cultivadas (Fig. 3.3, A). De forma semelhante, a
analise molecular da microbiota associada a abscessos
dentoalveolares e infeccoes endodonticas tem identi-
ficado novos grupos de bactérias que nao eram reco-
nhecidas ou eram subestimadas em estudos de cultura
(Fig. 3.2). A existéncia de bactérias ndo cultivaveis nao
pode ser ignorada porque essas podem formar uma
grande proporcao da microbiota e a sua presenca em
uma aréa pode ser clinicamente relevante. Vale lem-
brar que o agente etiologico da sifilis ¢ um espiroqueta,
Treponema pallidum, que ainda nao pode ser cultivado
em laboratorio.

Abordagens moleculares também foram desenvol-
vidas para comparar a diversidade de comunidades
microbianas bucais de diferentes locais na saude e na
doenca. Essas incluiram, inicialmente, a caracterizacio
de comunidades microbianas utilizando a eletroforese
em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Neste méto-
do, o DNA gendmico total é extraido de amostras clini-
cas, amplificado por PCR utilizando primers para genes
do 16S rRNA bacteriano e os produtos aplicados em
géis de poliacrilamida em gradiente de desnaturacao. Os
perfis do DGGE podem ser analisados por meio de um
software apropriado e bandas novas ou discriminatorias
podem ser excisadas do gel, clonadas e sequenciadas,
permitindo uma identificacéo presuntiva. Uma técnica
alternativa empregou a hibridizacao DNA-DNA utili-
zando sondas genomicas inteiras marcadas e membra-
nas de ndilon para simultaneamente examinar multiplas
amostras clinicas para cerca de 40 espécies microbianas
diferentes pré-selecionadas. Subsequentemente, a tec-
nologia de microarrays, ou microarranjos, de DNA foi
desenvolvida para detectar 300 das bactérias bucais
mais prevalentes. Denominado como Human Oral
Microbe Identification Microarray (HOMIM), foi baseado
em hibridizacoes da sequéncia do gene 16S rRNA em
uma lamina e permitiu uma triagem muito mais ampla
da microbiota em amostras clinicas. Novas ferramentas
de sequenciamento baseadas em PCR para a criacao de
perfis de comunidades substituiram muitas destas



3 A Microbiota Residente da Cavidade Bucal 33

 ayoIol0

Firmicutes

Fusobacteria

Actinobacteria

Proteobacteria
Treponema

Chloroflexi

Synergistetes
GNo02

SR1

™7

Bacteroidetes

FIGURA 3.4 Arvore filogenética com base na comparagao de genes do acido ribonucleico ribossémico 16S (rRNA) de representantes de géneros
de bactérias bucais predominantes em seres humanos, construidos por estimativa de maxima verossimilhanga. Os autores expressam seus
agradecimentos ao Professor William Wade (Queen Mary University of London) pela producdo desta figura, que foi construida usando a /nteractive
Tree of Life (Letunic and Bork. Bioinformatics 2006;23:127-8; Letunic and Bork. Nucleic Acids Res. 2011;39:W475-W478).
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abordagens, incluindo as de sequenciamento genoémico
(metagenomica). Estao disponiveis varias plataformas
para realizar a analise metagenomica e a chave para o
sucesso de todas € a capacidade de compartimentar os
amplicons de PCR individuais, permitindo, assim, que
sejam sequenciados sem a necessidade de etapas de
clonagem prévias (Capitulo 4).

Abordagens independentes de cultura estdo mudan-
do radicalmente nossa percepcao da diversidade da
microbiota residente na cavidade bucal na saude e na
doenca. Estao em andamento trabalhos para identificar
as sequeéncias de DNA de todos os microrganismos da
cavidade bucal (cultivaveis e néo cultivaveis) e para
desenvolver kits ou meios que permitam aos profis-
sionais detectar rapidamente a presenca ou auséncia
de centenas de espécies, levando assim a promessa de
melhorias no diagnostico e no tratamento.

PONTOS-CHAVE

0 conhecimento da microbiota bucal depende de sistemas

de classificagdo precisos e robustos a partir dos quais se
possam desenvolver esquemas de identificagdo mais simples.
0 advento das abordagens moleculares, especialmente
aquelas com base no gene 16S rRNA e na andlise da
sequéncia do genoma completo, revolucionou ambos 0s
processos. Comparagdes de dados de culturas e abordagens
moleculares sugerem que cerca de 30 a 50% da microbiota
bucal atualmente é classificada como ndo cultivavel.

DIFICULDADES DECORRENTES DOS RECENTES
AVANGOS NA CLASSIFICAGAQ MICROBIANA

Apesar de os recentes avancos terem desencadeado
melhorias na classificacdo das bactérias bucais, também
criaram uma série de problemas na interpretacdo ou
comparacao de dados antigos, quando uma nomen-
clatura anterior (e, por vezes, falha) estava em uso.
A classificacdo de muitos grupos de bactérias bucais
sofreu uma alteracao muito grande em um periodo de
tempo relativamente curto, com a descricao de mui-
tos géneros e espécies novos. Uma espécie destacada
em um estudo inicial pode ter sido posteriormente
reclassificada e, portanto, renomeada e, assim, novas e
antigas terminologias coexistem na literatura cientifica.
Por exemplo, o Streptococcus sanguis foi descrito em
trabalhos cientificos por muitas décadas, mas, desde
1989, a sua descricao tornou-se mais limitada e foi

observado que microrganismos que foram previamente
identificados como sendo desta espécie sao agora reco-
nhecidos por serem suficientemente diferentes para
garantir sua inclusao como espécies distintas, o que
levou a receberem novos epitetos (nome de espécie),
por exemplo, o S. gordonii. Consequentemente, algumas
cepas descritas em estudos anteriores, como S. sanguis,
podem nao ter as mesmas propriedades das mais
recentemente identificadas, como S. sanguis sensu stric-
to. Além disso, os nomes latinos dados originalmente
para alguns dos estreptococos bucais estavam errados
e, assim, S. sanguis € agora denominado S. sanguinis. Por
razoes semelhantes, S. parasanguis, S. rattus, S. cricetus
e S. crista foram renomeados como S. parasanguinis, S.
ratti, S. criceti e S. cristatus, respectivamente. Assim,
um grande cuidado deve ser tomado ao se interpretar a
literatura cientifica mais antiga (e até a nao tao antiga).

A taxonomia microbiana é uma area dinamica com
espécies existentes que estao sendo reclassificadas em
virtude da aplicacao de testes mais rigorosos e com o
reconhecimento de espécies genuinamente recém-des-
cobertas a partir de dreas como as bolsas periodontais e
os canais radiculares infectados. A énfase dada a classifi-
cacdo e a identificacdo da microbiota bucal é necessaria
porque sem uma subdivisao valida e uma identificacao
precisa dos isolados, a associacéo especifica de espécies
a doencas especificas (etiologia microbiana) nao pode
ser estabelecida. Do mesmo modo, deve-se admitir
que novas alteracdes nos esquemas de classificacdo
microbiana ocorrerdo no futuro, com a identificacdo de
NOVOS generos e espécies.

As propriedades dos principais grupos de microrga-
nismos encontrados na boca (a microbiota bucal) serao
descritas a seguir.

COCOS GRAM-POSITIVOS
STREPTOCOCCUS

Os estreptococos foram isolados de todas as areas da
cavidade bucal e compreendem uma grande proporcao
da microbiota residente nessa cavidade que é cultivavel.
Os estreptococos bucais geralmente sao alfa-hemoliti-
cos (hemolise parcial) em dgar sangue e os primeiros
profissionais os chamaram de Streptococcus viridans. No
entanto, a hemolise nao é uma propriedade diferencial
confiavel destes estreptococos e muitas espécies bucais
contém cepas que mostram todos os trés tipos de hemo-
lise (alfa, beta e gama). Os estreptococos podem ser
distinguidos dos estafilococos e micrococos pela falta da



enzima catalase. Os estreptococos bucais sao agrupados
em quatro grupos (Tabela 3.3) e serao descritos a seguir.

Grupo mutans (estreptococos do grupo mutans)

Existe um grande interesse por este grupo devido ao
seu papel na etiologia da carie dentaria. Streptococcus
mutans foi originalmente isolado a partir de dentes
humanos cariados por Clarke (1924) e, pouco tempo
depois, foi recuperado de um caso de endocardite
infecciosa (crescimento de bactérias em valvas car-
diacas danificadas, Capitulo 11). Pouca atencéo foi
dada a esta espécie até 1960, quando foi demonstrado
que a carie poderia ser induzida experimentalmente e
transmitida artificialmente em animais infectados com
cepas semelhantes a S. mutans. O nome desta espécie
deriva do fato de que as células podem perder sua
morfologia em forma de cocos e, muitas vezes, apare-
cem como bacilos curtos ou como cocobacilos. Nove
sorotipos foram reconhecidos (a-h e k) com base na
especificidade sorologica de antigenos de carboidratos
localizados na parede celular, embora alguns sejam
encontrados apenas em animais. Trabalhos subse-
quentes mostraram que existiam diferencas suficien-
tes entre grupamentos desses sorotipos para justificar
a subdivisao em sete espécies distintas (Tabela 3.3);
estas sdo descritas coletivamente como estreptococos
do grupo mutans. Estes sao recuperados quase que
exclusivamente a partir de superficies duras e nao
descamativas na cavidade bucal, como dentes ou
proteses, podendo atuar como patogenos oportunis-
tas, sendo isolados a partir de casos de endocardite
infecciosa (Capitulo 11). Os estreptococos do grupo
mutans sao regularmente isolados do biofilme dental
em areas de carie, mas sua prevaléncia é baixa no
esmalte saudavel.

O epiteto (nome) especifico, S. mutans, atualmente
esta limitado a isolados humanos pertencentes ori-
ginalmente aos sorotipos ¢, e, f e k. Esta é a espécie
mais comumente isolada do grupo mutans e estudos
epidemiologicos descreveram S. mutans como um dos
principais agentes etiologicos da carie de superficie
radicular e esmalte (Capitulo 6). Outra espécie comu-
mente isolada do grupo de estreptococos mutans é S.
sobrinus (anteriormente, S. mutans sorotipos d e g), que
também esta associada a carie dentaria em humanos.
Sabe-se menos sobre o papel de S. sobrinus na doenca
porque alguns estudos nao tentaram distinguir entre
essas espécies e alguns meios seletivos comumente
utilizados para o isolamento de estreptococos do gru-
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po mutans contém bacitracina, que pode inibir o cres-
cimento tanto de S. Sobrinus como de S. criceti (antes S.
cricetus e, previamente, denominado S. mutans sorotipo
a). Alguns individuos abrigam mais de uma espécie de
estreptococos do grupo mutans em sua cavidade bucal.

A estrutura antigénica dos estreptococos do gru-
po mutans foi estudada em detalhes para estabelecer
esquemas de tipagem sorologica e para o desenvol-
vimento de uma vacina para a carie (Capitulo 6). Os
estreptococos do grupo mutans possuem antigenos
de carboidratos, acido lipoteicoico, lipoproteinas e
proteinas na parede celular ou associadas a esta. Anti-
geno I/II (também denominado antigeno B, SpaP ou
Pac) tem gerado um interesse consideravel porque
é (a) a principal adesina envolvida na aderéncia ini-
cial de S. mutans a superficie do dente (Capitulo 5) e
(b) um possivel componente de uma vacina de carie
(Capitulo 6). Algumas cepas de S. mutans expressam
um gene (cnm) que é codificador de uma proteina
de ligacdo ao colageno; estas cepas foram isoladas de
pacientes com microssangramento cerebral.

Os estreptococos do grupo mutans produzem polis-
sacarideos extracelulares soltveis e insoltveis (glucano,
mutano e frutano), a partir da sacarose, que estao asso-
ciados a formacao do biofilme dental (Capitulos 4 e 5)
e a cariogenicidade (Capitulo 6). Os glucanos e frutanos
sao produzidos por glicosiltransferases e frutosiltransfe-
rases, respectivamente. Mutano ¢ um glucano altamente
insoltvel que so6 é produzido por estreptococos do gru-
po mutans, enquanto o frutano apresenta uma estrutura
incomum semelhante a inulina. Estes polimeros con-
tribuem para a morfologia caracteristica da colonia
dos estreptococos do grupo mutans quando cultivados
em placas de agar contendo sacarose (Fig. 3.5, B). Os
estreptococos do grupo mutans também podem sinte-
tizar polissacarideos intracelulares, quando ha excesso
de acucar, que atuam como reservas de carboidratos e
podem ser convertidos a acidos durante os periodos
em que a dieta de carboidratos nao ¢é disponivel. Os
estreptococos do grupo mutans podem utilizar actica-
res da dieta de forma muito eficiente e rapidamente
converté-los em produtos de fermentacao acida (prin-
cipalmente lactato). Significativamente, estreptococos
do grupo mutans sao capazes de crescer e sobreviver
sob condicoes acidas que geram pela inducao de res-
postas de estresse molecular especificas (Capitulo 4 e
Fig. 2.4). Os estreptococos do grupo mutans podem
se comunicar com outros estreptococos do grupo pela
liberacdo de moléculas sinalizadoras que podem induzir
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FIGURA 3.5 Exemplos de bactérias Gram-positivas encontradas na cavidade bucal. (A) A morfologia celular de Streptococcus oralis quando
visualizada por microscopia eletronica de varredura (SEM). (B) A morfologia da coldnia de Streptococcus mutans em crescimento em dgar
contendo sacarose. (C) Coloracdo de Gram de Actinomyces israelii. (D) Coloragdo de Gram de Eubacterium yurii. Imagens coradas por Gram
foram gentilmente fornecidas por Owain Dafydd Thomas, Cardiff e Vale UHB. SEM foi gentilmente fornecida por Wendy Rowe, Cardiff University.

competéncia genética (capacidade de absorver DNA
extracelular) e tolerancia acida nas células vizinhas.

Grupo salivarius

Este grupo compreende S. salivarius e S. vestibularis.
Cepas de S. salivarius sao comumente isoladas da maio-
ria das areas da cavidade bucal, embora preferencial-
mente colonizem superficies mucosas, especialmente
a lingua. Streptococcus salivarius produzem grandes
quantidades de um frutano extracelular (polimero
de frutose com uma estrutura de levano) a partir da
sacarose (Capitulo 4), bem como uma levanase que
pode degradar este tipo de frutano. Isto origina colo-
nias mucoides caracteristicamente grandes quando
S. salivarius é cultivado em agar contendo sacarose. S.
salivarius também produzem glucanos extracelulares
soltiveis e insoltiveis a partir da sacarose; algumas cepas

apresentam atividade da urease. Streptococcus salivarius
raramente ¢ isolado de areas doentes e néo ¢ considera-
do um patégeno oportunista significativo.

Streptococcus vestibularis é isolado principalmente
da mucosa vestibular da cavidade bucal humana. Essas
bactérias nao sintetizam polissacarideos extracelulares
a partir da sacarose, mas produzem a urease (que pode
gerar amonia e, portanto, elevar o pH local) e o peroxi-
do de hidrogenio (que pode contribuir para o sistema
peroxidase salivar [Capitulo 2] e inibe o crescimento
de bactérias competidoras).

Grupo anginosus

As espécies representativas deste grupo, Streptococ-
cus constellatus (subespécies constellatus, viborgensis e
pharyngis), S. intermedius e S. anginosus (subespécies
anginosus e whileyi), sao facilmente isoladas do biofilme



dental e das superficies mucosas e sio importantes
causas de doencas purulentas em seres humanos,
incluindo infeccoes maxilofaciais. Os membros deste
grupo sao comumente encontrados em abscessos de
6rgaos internos, especialmente do cérebro e figado,
e também foram recuperados de casos de apendicite,
peritonite, meningite e endocardite. Streptococcus inter-
medius é isolado principalmente de abscessos hepaticos
e cerebrais, enquanto S. anginosus e S. constellatus sao
recuperados de infeccoes purulentas de uma varieda-
de de locais. Streptococcus intermedius produzem uma
toxina, a intermedilisina, que também pode interferir
com a funcédo dos neutrofilos e permitir que a bactérias
evadam das defesas do hospedeiro durante a formacao
do abscesso. Este grupo nao produz polissacarideos
extracelulares a partir de sacarose.

Grupo mitis

A aplicacao de técnicas moleculares filogenéticas
(envolvendo a determinacdo das sequéncias de 16S
rRNA) resolveu muitas das anomalias anteriores na
classificacao deste grupo, resultando na identificacao
de novas espécies.

Streptococcus sanguinis e S. gordonii sao colonizadores
iniciais da superficie do dente e ambos produzem glu-
canos extracelulares soltuveis e insoluveis (Capitulo 4)
a partir de sacarose, que contribuem para a formacao
de biofilmes. Ambas as espécies podem gerar amonia
a partir de arginina. S. sanguinis produz uma protease
que pode clivar a IgA secretada (IgAs) (denominada IgA
protease), enquanto S. gordonii pode se ligar a oi-amilase
salivar, capacitando esses microrganismos a degradarem
o amido. A ligacao a amilase também pode mascarar
antigenos bacterianos e permitir que estas bactérias
evitem o reconhecimento pelas defesas do hospedeiro
(mimetismo molecular). Ambas as espécies sdo compos-
tas por varios biotipos.

Duas das espécies de estreptococos mais comuns
na cavidade bucal sao S. mitis e S. oralis. As cepas de
S. oralis produzem neuraminidase (uma enzima que
remove o acido sidlico das cadeias laterais de oligos-
sacarideos das mucinas salivares) e uma protease de
IgA, mas nao podem ligar a o-amilase (Fig. 3.5, A).
Streptococcus mitis € subdividido em dois biotipos e estes
mostram diferentes padroes de distribuicao na cavidade
bucal. As cepas destas duas espécies sao capazes de
captar DNA extracelular e este processo é facilitado em
biofilmes, como a placa dental, onde as bactérias estdo
muito proximas umas das outras. Consequentemente,
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nao é de se surpreender que haja consideravel hetero-
geneidade genética e fenotipica quando se comparam as
propriedades de um grande ntmero de cepas de S. mitis
e S. oralis. Algumas, mas nao todas, cepas destas duas
espécies sao capazes de produzir glucano extracelular
a partir da sacarose.

Outros membros deste grupo incluem S. parasan-
guinis (anteriormente S. parasanguis), que foi isolado
a partir de amostras clinicas (garganta, sangue, urina).
As cepas podem hidrolisar arginina, mas nao ureia, e
podem se ligar a o-amilase salivar, mas nao podem
produzir polissacarideos extracelulares a partir de
sacarose. Streptococcus cristatus é caracterizado pela
presenca de tufos de fibrilas na superficie celular. Novas
espécies foram descritas, incluindo S. oligofermentans,
S. sinensis, S. australis, S. infantis, S. peroris, S. tigurinus
e S. dentisani. A importancia de algumas destas espécies
para a ecologia da cavidade bucal ainda nao foi
determinada, mas espécies como S. tigurinus e S. sinensis
podem atuar como patégenos oportunistas, tendo sido
isolados de casos de endocardite infecciosa.

Os membros do grupo mitis sao patdgenos oportu-
nistas, particularmente associados a endocardite infec-
ciosa (Capitulo 11). Streptococcus pneumoniae pode ser
isolado a partir da nasofaringe e é um agente patogénico
oportunista significativo, que pode adquirir e transferir
genes de resisténcia a antibioticos para outros membros
do grupo mitis.

OUTROS COCOS GRAM-POSITIVOS

As cepas que foram originalmente descritas como sendo
estreptococos nutricionalmente variantes (NVS) foram
isoladas da cavidade bucal quando meios de isolamento
adequados foram utilizados. Essas foram reclassifica-
dos como Granulicatella adiacens (anteriormente S.
adiacens e Abiotrophia adiacens) e Abiotrophia defectiva
(anteriormente S. defectivus). Granulicatella adiacens é
comum na cavidade bucal e é um colonizador inicial
da superficie do dente, embora seja negligenciado na
maioria dos estudos devido a necessidade de meios de
isolamento suplementados com fatores de crescimento,
tais como cisteina ou piridoxal. Estas bactérias exi-
bem frequentemente o satelitismo, observado como
um padrao de crescimento aumentado em torno das
colonias de algumas outras bactérias que produzem
estes cofatores. Outros cocos Gram-positivos incluem
espécies de Gemella (G. haemolysans e G. morbillorum),
embora as células as vezes aparecam Gram-negativas
na coloracdo.
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Os cocos anaerobios Gram-positivos sao comu-
mente recuperados a partir de biofilmes dentarios,
especialmente de dentina cariada, camaras pulpares
e canais radiculares infectados (Capitulo 6), formas
avancadas de doenca periodontal (Capitulo 6) e abs-
cessos dentdrios (Capitulo 7). Estas bactérias também
sao recuperadas a partir de abscessos profundos de
outras partes do corpo e geralmente sdo isoladas em
cultura mista (infeccdes polimicrobianas). A taxono-
mia deste grupo de microrganismos foi esclarecida.
Originalmente, as cepas foram incluidas no género, o
Peptostreptococcus, e as espécies representativas abran-
giam P micros, P magnus e P anaerobius. No entanto,
P micros e P magnus foram transferidos para novos
géneros e atualmente sao denominados Parvimonas
micra e Finegoldia magna, respectivamente, enquanto
as cepas bucais de P anaerobius sao agora designadas
Peptostreptococcus stomatis.

Enterococos foram recuperados em baixa quantida-
de a partir de varias areas da cavidade bucal quando
foram utilizados meios seletivos adequados; a espécie
mais frequentemente isolada é Enterococcus faecalis. Os
enterococos podem ser isolados da cavidade bucal de
pacientes imunocomprometidos e medicamente com-
prometidos; também foram isolados a partir de bolsas
periodontais que nao respondiam a terapia e de canais
radiculares infectados. Estreptococos do grupo A de
Lancefield (S. pyogenes) normalmente nao sao isolados
a partir da cavidade bucal de individuos saudaveis,
ainda que muitas vezes possam ser cultivados a partir
da saliva de pessoas que sofrem de dores de garganta
por causa de estreptococos e possam estar associados a
uma forma particular de gengivite aguda (Capitulo 6).

Os estafilococos e os micrococos néo sdo comumente
isolados em grande ntimero a partir da cavidade bucal,
embora os primeiros sejam encontrados no biofilme da
protese, bem como em pacientes imunocomprometidos
e individuos que sofrem de uma variedade de infeccoes
bucais (Capitulos 7 e 11). Estas bactérias normalmente
nao sao consideradas membros da microbiota residente
da cavidade bucal, mas podem estar presentes de modo
transitorio e tém sido isoladas a partir de algumas areas
com caries de superficie radicular e algumas bolsas
periodontais que nao respondem a terapia convencio-
nal. Isto esta em nitido contraste com outras superficies
do corpo humano em contato intimo com a cavidade
bucal, tais como a superficie da pele e as membranas
mucosas do nariz, onde estas bactérias estdo entre
os componentes predominantes da microbiota. Esta

constatacao enfatiza as principais diferencas que devem
existir na ecologia destes habitats. Os microrganismos
das superficies mucosas do nariz e da pele devem passar
de forma consistente para dentro da cavidade bucal,
embora normalmente sejam incapazes de colonizar ou
competir com a microbiota residente.

BACILOS E FILAMENTO0SOS GRAM-POSITIVOS
ACTINOMYCES

Espécies de Actinomyces sio a maior porcao da micro-
biota do biofilme dental, particularmente em area
proximal e no sulco gengival. Essas bactérias tém sido
associadas a caries de superficie radicular e aumentam
numericamente durante a gengivite (Capitulo 6). As
células de espécies de Actinomyces aparecem como
bacilos curtos, mas frequentemente sao pleomorficas;
algumas células apresentam uma morfologia verda-
deiramente em ramos (ramificada), enquanto as de A.
israelii podem parecer filamentosas (Fig. 3.5, C). Algu-
mas espécies (particularmente A. naeslundii) possuem
fimbrias (estruturas de superficie celular envolvidas na
adesdo) e outras apresentam superficies relativamente
lisas. Algumas espécies recentemente descritas foram
identificadas a partir de espécimes clinicos (A. radingae,
A. neuii, A. johnsonii, A. europaeus, A. graevenitzii, A.
funkei, A. dentalis e A. turicensis), incluindo endocardite
infecciosa e abscessos, mas a fonte e o habitat dessas
espécies ainda nao foram totalmente esclarecidos. Acti-
nomyces radicidentis foi isolado a partir de infeccoes
endodonticas.

O bacilo Gram-positivo mais comum no biofilme é
Actinomyces naeslundii, que originalmente foi classifica-
do em duas genospécies (A. naeslundii genoespécies 1
e 2). Atualmente, Actinomyces naeslundii genoespécie 2
¢ classificado como A. oris. Algumas cepas de A. naes-
lundii produzem um polissacarideo extracelular (limo)
e um frutano a partir da sacarose com uma estrutura
semelhante ao levano, bem como enzimas que podem
hidrolisar frutanos. Algumas cepas também produzem
urease (esta enzima pode modular o pH do biofilme) e
neuraminidase (pode modificar receptores na pelicula
adquirida do esmalte). Dois tipos de fimbrias podem
ser encontrados na superficie de células de A. naes-
lundii. Cada tipo serve para uma funcéo especifica e esta
implicado no contato célula a célula (coagregacao) ou
na interacao célula-superficie (Capitulo 5). Actinomy-
ces viscosus é uma espécie estreitamente relacionada e
encontrada em animais.



Actinomyces israelii pode atuar como um patogeno
oportunista causando uma condicao inflamatoria cro-
nica chamada actinomicose (Fig. 3.5, C e Capitulo 7).
A doenca costuma estar associada a regido orofacial,
mas pode se disseminar e causar infeccoes profundas
em outras areas do corpo, como o abdome. As cepas
de A. israelii caracteristicamente formam “granulos”,
que podem contribuir para a sua capacidade de se dis-
seminarem no corpo, proporcionando protecio fisica
do ambiente, das células de defesas do hospedeiro e do
tratamento antibiotico. Actinomyces israelii também foi
encontrado em esfregacos cervicais de mulheres que
faziam uso de dispositivos intrauterinos.

As cepas originalmente classificadas como A. israelii
sorotipo II atualmente estao designadas como uma
espécie separada, A. gerencseride, que é um componen-
te comum, mas menor, da microbiota do sulco gen-
gival saudavel, apesar de também ter sido isolada de
abscessos. As cepas de A. gerencseriae também podem
formar “granulos” de protecao (ver comentarios ante-
riores sobre A. israelii). Actinomyces georgiae ¢ uma
bactéria anaerobia facultativa e também é encontrada
ocasionalmente no sulco gengival saudavel. Outras
espécies incluem A. odontolyticus e A. meyeri; o pri-
meiro tem sido associado a lesdes de carie iniciais,
enquanto o ultimo tem sido encontrado em baixa
quantidade no sulco gengival na satide e na doenca e
em abscessos cerebrais.

EUBACTERIUM E GENEROS RELACIONADOS

Até recentemente, Eubacterium era um género mal
definido que continha uma variedade de bactérias
anaerobias estritas e filamentosas que frequentemente
se apresentam variaveis quanto a coloracao pelo método
de Gram (Fig. 3.5, D). Muitas cepas sdo assacaroliticas
e, portanto, podem aparecer nio reativas em esquemas
de classificacao e também podem ser dificeis de se culti-
var. Quando recuperadas e identificadas, estas espécies
Eubacterium assacaroliticas podem compreender mais
de 50% da microbiota anaerébia das bolsas periodontais
e sdo comuns nos abscessos dentoalveolares. As abor-
dagens de sistematica molecular identificaram muitos
novos géneros bacterianos (Fig. 3.6) e entre as eubac-
térias bucais estao Eubacterium saburreum, E. yurii, E.
infirmum, E. sulci, E. saphenum, E. minutum, E. nodatum e
E. brachy. Novos géneros incluem Mogibacterium (p. ex.,
M. timidum, M. vescum e M. pumilum), Pseudoramibacter
(p. ex., P alactolyticus) e Slackia (p. ex., S. exigua), todos
recuperados de canais radiculares infectados. Outros
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Pseudoramibacter
Bulleidia Slackia
Solobacterium | <—  Eubacterium  —  Mogibacterium
Cryptobacterium Shuttleworthia

FIGURA 3.6 AlteracOes recentes na nomenclatura das bactérias
originalmente agrupadas junto com espécies de Eubacterium.

novos géneros incluem Cryptobacterium (p. ex., C. cur-
tum), Shuttleworthia (p. ex., S. satelles), Solobacterium
(p. ex., S. moorei) e Bulleidia (p. ex., B. extructa). Muitas
destas bactérias também foram encontradas em bolsas
periodontais e/ou abscessos, mas a importancia clinica
destes microrganismos ainda nao foi determinada.

LACTOBACILLUS

Os lactobacilos sao comumente isolados da cavidade
bucal, especialmente a partir do biofilme dental e da
lingua, embora normalmente compreendam menos de
1% da microbiota cultivavel total da cavidade bucal
saudavel. Estas bactérias sdo altamente acidogénicas
e tolerantes a acidos e suas proporcodes e prevaléncia
aumentam com o avanco das lesdes de carie no esmal-
te e na superficie radicular. Varias espécies homo e
heterofermentativas foram identificadas, produzindo
lactato ou lactato e acetato, respectivamente, a partir da
glicose. As mais comuns sdo L. casei, L. rhamnosus, L.
fermentum, L. acidophilus, L. salivarius, L. plantarum, L.
paracasei, L. gasseri e L. oris, mas a maioria dos estudos
ainda os agrupa simplesmente como “lactobacilos” ou
Lactobacillus spp. Testes simples com meio seletivo
foram projetados para estimar o namero de lactobacilos
na saliva de pacientes para fornecer uma indicacao
do potencial cariogénico da cavidade bucal. Alguns
lactobacilos estdo sendo considerados como possiveis
cepas probioticas bucais (Capitulo 6).

OUTROS GENEROS

Espécies de Propionibacterium (p. ex., P acnes, P propio-
nicus) sdo bactérias anaerdbias estritas encontradas no
biofilme dental. Propionibacterium propionicus foi isolado
de casos de actinomicose e canaliculite lacrimal (infec-
cdo do ducto lacrimal). Corynebacterium matruchotii e
Rothia dentocariosa também sao frequentemente isolados
a partir do biofilme dental. Corynebacterium matruchotii
apresenta uma morfologia celular incomum com um
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longo filamento que cresce para fora de uma célula
curta, com formato semelhante a uma clava, ganhando
assim a sua descricao de célula “cabo em clave”. Rothia
mucilaginosa produz um polissacarideo extracelular e
é isolado quase exclusivamente da lingua. As espécies
de Rothia podem ser isoladas em casos muito raros de
endocardite infecciosa.

As bifidobactérias sofreram varias alteracoes na
nomenclatura; as bucais incluem Bifidobacterium den-
tium e B. longum. Duas espécies de bifidobactérias foram
reclassificadas como Scardovia inopinata e Parascardovia
denticolens, mas seu papel na cavidade bucal ainda nao
foi determinado. Outros taxons relacionados incluem
Alloscardovia omnicolens e Parascardovia denticolens (que
foi detectado na carie oclusal). Muitas bifidobactérias
sao acidogeénicas e tolerantes aos acidos, o que da
suporte as propostas de que talvez desempenhem um
papel na carie dentaria. Espécies nao orais de bifido-
bactérias podem ser encontradas no biofilme da protese
de pacientes com estomatite por protese, incluindo B.
breve, mas B. dentium (embora presente no biofilme
dental) nao pode ser isolada a partir do palato em uma
boca edéntula saudavel.

Algumas bactérias previamente classificadas como
Actinomyces foram transferidas para novos géne-
ros, Arcanobacterium (p. ex., A. bernardiae) e Actino-
baculum. As bactérias originalmente descritas como
“lactobacilos anaerobios” foram colocadas em novos
géneros, como Olsenella (p. ex., Olsenella uli, que foi
isolada a partir de bolsas periodontais) e espécies de
Atopobium (p. ex., Atopobium rimae e A. parvulum).

Filifactor alocis ¢ uma bactéria Gram-positiva em
forma de bastonete, assacarolitica e anaerdbia estrita,
que é considerada um patdgeno periodontal poten-
cialmente importante. Também foi encontrada em
infeccoes endodonticas, peri-implantite e formas
agressivas de doenca periodontal. Como outros pato-
genos periodontais, E alocis é proteolitico e também
pode utilizar arginina, gerando ornitina e amonia (con-
tribuindo assim para o aumento do pH observado
na bolsa periodontal inflamada); outros aminoaci-
dos utilizados incluem a lisina e a cisteina. Filifactor
alocis também é mais tolerante ao estresse oxidativo
do que os patogenos periodontais Gram-negativos,
podendo modular a funcao neutrofilica; ambas as pro-
priedades contribuem para a sua sobrevivéncia no
ambiente periodontal.

PONTOS-CHAVE

Bactérias Gram-positivas sao comumente distribuidas na
maioria das superficies da cavidade bucal. Os géneros
predominantes sao Streptococcus e Actinomyces; espécies
representativas sdo encontradas em locais saudaveis,
embora muitas também possam agir como patdgenos
oportunistas. Por exemplo, estreptococos do grupo mutans
estdo envolvidos na etiologia da cérie dentaria, enquanto
estreptococos dos grupos anginosus e mitis normalmente
sdo recuperados a partir de abscessos e na endocardite
infecciosa, respectivamente; Actinomyces israelii esta
envolvido na actinomicose.

COCOS GRAM-NEGATIVOS

Neisseria sao cocos Gram-negativos aerdbios ou anaero-
bios facultativos que sdo isolados em baixa quantidade
da maioria das areas da cavidade bucal. Estas bactérias
estao entre os primeiros colonizadores dos dentes e
contribuem de forma importante para a formacdo do
biofilme, consumindo oxigénio e criando condicoes que
permitam que anaerébios estritos crescam. Algumas
espécies de Neisseria podem produzir polissacarideos
extracelulares e algumas cepas de estreptococos podem
metabolizar esses polimeros, usando-os efetivamente
como reservas de carboidratos externos. A taxonomia
desse grupo permanece confusa, mas as espécies mais
comuns incluem N. subflava, N. mucosa, N. flavescens e
N. pharyngis. Moraxella catarrhalis ¢ um comensal do
trato respiratorio superior, mas também é um patégeno
oportunista bem estabelecido; muitas cepas produzem
uma [-lactamase que pode complicar o tratamento
com antibidticos.

Veillonella sao pequenos cocos Gram-negativos
anaerobios estritos (Fig. 3.7, A); varias espécies sdo
reconhecidas: Veillonella parvula, V. dispar, V. atypica, V.
denticariosi (mais comum na dentina cariada), V. tobet-
suensis (isolada da lingua) e V. rogosae (mais comum
em individuos sem carie). Espécies de Veillonella foram
isoladas na maioria das superficies da cavidade bucal,
embora ocorram em maior numero no biofilme den-
tal. As espécies Veillonella nao produzem glucocinase e
frutoquinase e sao, portanto, incapazes de metabolizar
carboidratos. Em vez disso, utilizam varios metabolitos
intermediarios, em particular o lactato, como fontes
de energia e, consequentemente, desempenham um
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FIGURA 3.7 Exemplos de bactérias Gram-negativas encontradas na cavidade bucal. (A) Coloragdo de Gram de Veillonella parvula. (B) Porphy-
romonas gingivalis quando observada por microscopia eletronica de varredura (SEM). (C) Coloragao de Gram de Porphyromonas gingivalis.
(D) Coloragao de Gram de Prevotella nigrescens. (E) Coloragao de Gram de Fusobacterium nucleatum. Imagens coradas por Gram gentilmente
fornecidas por Owain Dafydd Thomas, Cardiff e Vale UHB. SEM foi gentilmente fornecida por Barry Dowsett, Porton e falsa cor aplicada por

Wendy Rowe, Cardiff University.
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papel importante na ecologia do biofilme dental e na
etiologia da carie dentaria. O acido lactico é o acido
mais forte produzido em quantidade pelas bactérias
bucais e esta implicado na dissolucéo do esmalte (carie
dentaria, Capitulo 6). Veillonella pode metabolizar o
acido lactico e converté-lo em acidos mais fracos (pre-
dominantemente acido propionico) e, assim, melhorar
o dano potencial das bactérias sacaroliticas, como os
estreptococos. Outros cocos Gram-negativos incluem
as espécies de Anaeroglobus geminatus e Megasphaera
(p. ex., M. micronuciformis).

BACILOS GRAM-NEGATIVOS

ANAEROBIOS FACULTATIVOS E GENERO
CAPNOFiLICO

As bactérias pertencentes ao género Haemophilus
necessitam de meios de isolamento que contenham
os fatores de crescimento essenciais: hemina (também
chamada fator X) e/ou nicotinamida adenina dinu-
cleotideo (NAD), também chamada fator V. A tnica
espécie do género Haemophilus encontrada comumente
na cavidade bucal é H. parainfluenzae (fator V exigente);
H. parahaemolyticus ¢ isolado a partir de infeccoes de
partes moles da cavidade bucal, mas provavelmente nao
é um membro regular da microbiota bucal.
Microrganismos previamente classificados como
Haemophilus foram colocados no género Aggregatibacter.
Exemplos incluem Aggregatibacter aphrophilus, que pode
causar abscessos cerebrais e endocardite infecciosa; A.
segnis, que apenas ocasionalmente é isolado de infec-
coes; e A. actinomycetemcomitans (anteriormente classifi-
cado como Actinobacillus actinomycetemcomitans), que
esta envolvido em uma forma particularmente agressiva
de doenca periodontal em adolescentes. As cepas sao
capnofilicas, muitas vezes exigindo 5 a 10% de CO,
para o crescimento. As células apresentam membrana
externa que contém moléculas que estimulam a reabsor-
¢ao 6ssea, bem como polissacarideos determinantes de
sorotipo. Aggregatibacter actinomycetemcomitans produz
varios fatores de viruléncia, incluindo uma poderosa
leucotoxina, colagenase, fatores imunossupressores e
proteases capazes de clivar a imunoglobulina G (IgG);
além disso, as cepas podem ser invasivas para células
epiteliais. A. actinomycetemcomitans também é um pato-
geno oportunista, sendo isolado de casos de endocar-
dite, abscessos cerebrais e subcutaneos, osteomielite e
doenca periodontal. Recentemente, foi reconhecido um
clone altamente virulento de A. actinomycetemcomitans,

cuja distribuicao esta restrita a certos adolescentes com
alto risco de periodontite agressiva e a maioria deles
origina-se do noroeste da Africa.

FEikenella corrodens foi isolada de uma série de infeccdes
bucais, incluindo endocardite e abscessos, ¢ tem sido
implicada na doenca periodontal. Capnocytophaga sao
bacilos Gram-negativos dependentes de CO,, que exibem
uma motilidade deslizante. Estas bactérias sio encontradas
no biofilme subgengival e aumentam em proporcoes na
gengivite. Varias espécies foram reconhecidas, incluindo
Capnocytophaga gingivalis, C. ochracea, C. sputigena, C. gra-
nulosa, C. haemolytica e C. leadbetteri. Capnocytophaga, sao
patogenos oportunistas e foram isolados em varias infec-
coes em pacientes imunocomprometidos; algumas cepas
produzem uma protease IgAl. Kingella (p. ex., K. oralis)
¢ um cocobacilo que foi isolado a partir de varios locais
da cavidade bucal. A bactéria deslizante Simonsiella foi
isolada de superficies epiteliais da cavidade bucal de seres
humanos e de varios animais. Estes micro-organismos
apresentam uma morfologia celular unica, sendo compos-
tos por filamentos muito grandes, multicelulares e em
grupos ou multiplos de oito células. Houve descricao de
Helicobacter pylori em biofilmes dentais; esta espécie é
microaerofilica e, geralmente, é isolada do estomago, onde
esta associada a gastrite, ulceras pépticas e cancer gastrico.
Pode estar presente na cavidade bucal, transitoriamente,
apos refluxo do estomago.

GENERO ANAEROBIO ESTRITO

Os bacilos Gram-negativos anaerdbios estritos com-
preendem uma grande proporcao da microbiota do bio-
filme dental e da lingua. Muitas espécies nao crescem
facilmente ou sao descritas como sendo nao cultivaveis;
consequentemente, abordagens moleculares tém sido
necessarias para classificar e identificar muitos desses
microrganismos.

A maioria dos anaerébios estritos bucais cultiva-
veis pertence aos géneros Prevotella e Porphyromonas
(Fig. 3.7, B e D). Alguns microrganismos destes géne-
ros produzem colonias com um pigmento marrom ou
preto caracteristico quando cultivadas em agar sangue
(Fig. 3.8). Este pigmento pode atuar como um mecanis-
mo de defesa, ajudando a proteger as células dos efeitos
toxicos do oxigénio. Estes microrganismos sao referidos
colectivamente como anaerébios pigmentados de preto.
A hemina é um fator de crescimento essencial para estes
microrganismos e é obtida do hospedeiro a partir do
catabolismo de moléculas que contém um grupo heme,
como a hemoglobina.



FIGURA 3.8 Pigmentacdo da coldnia de Porphyromonas gingivalis
em dgar sangue. A imagem foi gentilmente cedida por Owain Dafydd
Thomas, Cardiff and Vale UHB.

As espécies de Prevotella sio moderadamente saca-
roliticas (isto €, capazes de fermentar carboidrattos);
espécies que produzem colonias pigmentadas incluem
P. intermedia, P nigrescens, P melaninogenica, P, loescheii,
P pallens, P, fusca, P scopos e algumas cepas de P dentico-
la. Prevotella intermedia e P nigrescens (Fig. 3.7, D) sao
dificeis de distinguir com o uso de testes fisiologicos sim-
ples, mas ¢é fato importante que P intermedia esta associa-
da a doenca periodontal, enquanto P nigrescens é isolada
com mais frequéncia, e em maior nimero, a partir de
locais saudaveis. Existe um grande numero de espécies
nao pigmentadoras, como P buccae, P buccalis, P oralis, P
oris, P oulora, P veroralis, P dentalis, P enoeca, P bergensis,
P multisaccharivorax, P marshii, P baroniae, P shahii, P
multiformis, P salivae, P micans, P maculosa, P histicola e
P zoogleoformans. A maioria pode, as vezes, ser isolada do
biofilme dental, particularmente de locais subgengivais.
Algumas espécies estdo associadas a doenca e aumentam
em numero e proporcdes durante a doenca periodontal
e também foram isoladas de abscessos (Capitulos 6 e 7).
Um género recentemente descrito, mas relacionado, é
Alloprevotella, e exemplos incluem Alloprevotella rava e
A. tannerae.

Espécies de Porphyromonas sao principalmente assa-
caroliticas e utilizam proteinas e peptideos para o seu
crescimento. Porphyromonas gingivalis (Figs. 3.7, B e
C e 3.8) ¢ isolada principalmente de areas subgengi-
vais, especialmente em lesdes periodontais avancadas,
embora também tenha sido recuperada da lingua e
amidalas. Seis sorotipos sao reconhecidos com base em
polissacarideos capsulares (antigenos K). P, gingivalis é
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altamente virulento em estudos de infeccao experimen-
tal em animais e produz varios fatores de viruléncia
associados a destruicdo de tecidos e a evasdo das defe-
sas do hospedeiro. Estes incluem a cisteina-protease
gingipaina, com especificidade por ligacdes arginina-X
e lisina-X (arg-gingipaina e lys-gingipaina, respectiva-
mente), que podem degradar moléculas do hospedeiro,
como imunoglobulinas, complemento e proteinas de
sequestro de ferro e heme e glicoproteinas, bem como
moléculas que regulam a resposta inflamatoria do hos-
pedeiro. P gingivalis também produz a hemolisina, enzi-
mas que degradam colageno, metabdlitos citotoxicos e
uma capsula (Capitulo 6). P gingivalis apresenta nume-
rosas fimbrias na sua superficie celular, que medeiam
a aderéncia as células epiteliais bucais e as superficies
dentarias recobertas por saliva e produzem grandes
quantidades de vesiculas de superficie que podem
ser eliminadas no ambiente (Fig. 3.7, B). P gingivalis
também esta associada a doencas sistémicas, incluindo
doencas cardiovasculares (tendo sido encontrada na
placa aterosclerética) e artrite reumatoide (possui uma
peptidil arginina deaminase exclusiva que pode realizar
a citrulinacéo de proteinas do hospedeiro, que podem
gerar autoanticorpos) (Capitulo 11). Outras espécies
incluem Porphyromonas endodontalis, que tem sido prin-
cipalmente isolada de canais radiculares infectados, e
Porphyromonas catoniae, encontrada principalmente em
locais saudaveis ou em bolsas periodontais rasas.
Outro grupo importante de bactérias Gram-negativas
anaerobias estritas pertence ao género Fusobacterium.
As células tém as formas caracteristicas de filamentos
longos (5 a 25 um de comprimento; Fig. 3.7, E) ou de
bacilos pleomorficos e produzem acido butirico como
principal produto final do metabolismo. A espécie
isolada mais comum é E nucleatum e varias subespécies
foram reconhecidas, entre elas, subesp. nucleatum,
subesp. polymorphum e subesp. vincentii. Estas podem
ter diferentes associacdes na saude e na doenca; E
nucleatum subesp. polymorphum é comumente isola-
do do sulco gengival normal enquanto a subespécie
nucleatum é recuperada principalmente de bolsas
periodontais. Outras fusobactérias bucais incluem
E periodonticum, que € isolada a partir de locais com
doenca periodontal. Fusobactérias frequentemente
sao descritas como sendo assacaroliticas, embora pos-
sam utilizar carboidratos para sintese de compostos
intracelulares de armazenamento de poliglicose. Essas
catabolizam aminoacidos como aspartato, glutamato,
histidina e lisina para obter energia. Estes aminoacidos
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podem ser obtidos a partir do metabolismo de pepti-
deos, caso aminoacidos livres nao estejam disponiveis.
Fusobacterium nucleatum é capaz de remover o enxofre
da cisteina e da metionina para produzir amonia, buti-
rato, sulfito de hidrogénio e metil-mercaptano; esses
compostos contribuem para o mal odor associado a
halitose. Fusobactérias sao capazes de coagregar com
a maioria das outras bactérias bucais e acredita-se que,
consequentemente, sejam importantes microrganismos
de ponte entre colonizadores iniciais e tardios duran-
te a formacao do biofilme (coadesao e coagregacao)
(Capitulo 5). Fusobacterium nucleatum é comumente
isolado a partir de infeccoes extrabucais, o que pode
estar relacionado com sua capacidade de aderir e inva-
dir células epiteliais e endoteliais por mediacdo de uma
adesina, FadA. Fusobacterium nucleatum esta associado
ao cancer colorretal; FadA estd envolvida na adesao as
células epiteliais do intestino, permitindo-lhe modular
as vias de sinalizacao celular e resultando em aumento
da expressao de oncogenes (Capitulo 11).

Outros géneros bacterianos anaerobicos Gram-nega-
tivos e microaerofilos bucais incluem Leptotrichia (espé-
cies L. buccalis, L. hofstadii, L. shahii e L. wadei), Wolinella
(p. ex., W succinogenes) e Campylobacter (células com
morfologia em espiral); espécies incluem Campylobacter
concisus, C. gracilis, C. showae, C. sputorum, C. curvus e
C. rectus (as duas ultimas espécies eram anteriormente
classificadas como Wolinella curva e W. recta, respectiva-
mente). Campylobacter concisus é isolado em proporcoes
mais elevadas a partir de bolsas periodontais relati-
vamente superficiais e locais subgengivais saudaveis,
enquanto C. rectus é encontrado mais comumente em
locais com doenca periodontal ativa, especialmente
em pacientes imunocomprometidos, e algumas cepas
produzem uma citotoxina. Selenomonas sputigena, S.
noxia, S. flueggei, S. infelix, S. dianae e S. artemidis foram
encontrados no biofilme do sulco gengival de seres
humanos.

Algumas das espécies descritas anteriormente apre-
sentam flagelos e sio moveis. As espécies de Wolinella e
Campylobacter possuem um tnico flagelo, enquanto as
de Selenomonas variam de curvadas a bacilos helicoidais
com um tufo de flagelos. Outra bactéria bucal anae-
robia Gram-negativa helicoidal ou curva ¢ Centipeda
periodontii, que apresenta numerosos flagelos em espiral
ao redor da célula. Outro género inclui Johnsonii (J.
ignava) e Cantonella (C. morbi), que estdo associados
a gengivite e a periodontite, respectivamente; Dialister
(D. pneumosintes e D. invisus, que pode ser encontrada

em infeccoes endodonticas e na periodontite) Flavo-
bacterium e Tannerella forsythia (comumente isolada da
doenca periodontal avancada).

Bactérias redutoras de sulfato (p. ex., pertencentes aos
géneros Desulfobacter, Desulfobulbus, Desulfomicrobium e
Desulfovibrio) foram ocasionalmente isoladas no biofilme
dental e de bolsas periodontais. Essas obtém energia por
meio da oxidacao de acidos organicos ou hidrogénio,
enquanto reduzem o sulfato a sulfito de hidrogénio, o
que pode contribuir para o mal odor da boca. Essas
bactérias sao extremamente dificeis de se cultivar em
laboratorio devido a sua sensibilidade, mesmo em
pequenas quantidades, ao oxigénio e a sua exigéncia
de um potencial redox muito baixo para o crescimento.

As espiroquetas sdao numerosas no biofilme sub-
gengival e podem ser prontamente identificadas por
meio de microscopia de campo escuro ou eletronica.
Varios tipos morfologicos podem ser distinguidos
de acordo com o tamanho da célula e a disposicao
dos flagelos periplasmaticos (endoflagelos). Algumas
espiroquetas bucais aderem a superficies sob uma
orientacdo polar e este tipo de adesao resulta em
alteracoes macroscopicas na morfologia da célula
do hospedeiro, facilitando a penetracao nos tecidos
subjacentes. O numero de espiroquetas aumenta
na doenca periodontal avancada e é diagnostico
de periodontite ulcerativa necrosante (Capitulo 6).
No entanto, se causam doenca ou simplesmente
aumentam apos a infeccao ainda nao foi definido.
Espiroquetas bucais pertencem ao género Treponema e
um grande namero de espécies foi identificado, entre
elas T. denticola, T. socranskii (subespécies socranskit,
buccale e paredis), T. maltophilum, T. amylovorum, T.
parvum, T. pectinovorum, T. putidum, T. lecithinolyticum,
T. medium and T. vincentii (Fig. 3.3, A). Estas foram
isoladas de locais periodontais inflamados e infeccoes
endodonticas. Pouco se sabe sobre a fisiologia destes
microrganismos devido as dificuldades associadas ao
seu cultivo em laboratorio e, sendo assim, sdo prin-
cipalmente detectados por meio de técnicas molecu-
lares. No entanto, T. denticola pode ser cultivado com
a utilizacao de métodos apropriados e apresenta uma
protease arginina especifica (“tipo tripsina”), podendo
também degradar colageno e gelatina.

Conforme mencionado anteriormente neste capi-
tulo, atualmente apenas cerca de 50 a 70% dos micror-
ganismos que podem ser visualizados na cavidade
bucal por microscopia podem ser cultivados. Isto nao é
apenas por causa do desconhecimento das necessidades



de crescimento desses microrganismos, mas também
porque algumas bactérias evoluiram para crescer em
parceria (fisica e nutricional) com outros microrga-
nismos. Novas familias de bactérias nao cultivaveis
estao sendo identificadas por meio de abordagens
moleculares, por exemplo, Bacteroidales e Lachnos-
piraceae, enquanto algumas das bactérias nao cultiva-
veis apresentam similaridade genética suficiente com
espécies cultivaveis conhecidas que podem ser coloca-
das dentro de um género, por exemplo, espiroquetas
nao cultivaveis para o género Treponema (Fig. 3.3, A).
Outras representam linhagens evolutivas novas, que
sao encontradas em varios habitats, e sio designadas
simplesmente por filos, nos quais sao agrupadas. A
maioria destas bactérias pertence ao filo TM7 e pode ser
detectada no biofilme subgengival por hibridizacao in
situ fluorescente (FISH), que envolve a combinacéao de
sondas oligonucleotidicas (acopladas a um marcador
fluorescente) com técnicas especializadas de micros-
copia (epifluorescéncia ou microscopia confocal de
varredura a laser) (Fig. 3.3, B). Alguns microrganismos
detectados por abordagens moleculares em amostras de
biofilme subgengival, lesdes periodontais e infeccoes
endodonticas pertencem a um novo candidato a filo:
Synergistetes. Avancos estdo sendo feitos para sua clas-
sificacao; exemplos destes microrganismos incluem
Jonquetella anthropic, Pyramidobacter piscolens e Freti-
bacterium fastidiosum. No momento, a melhor com-
preensao sobre a funcéo destas bactérias nao cultivaveis
na saude e na doenca é um objetivo importante para
os microbiologistas bucais.

PONTOS-CHAVE

As bactérias Gram-negativas bucais sdo diversas e incluem
espécies que sao anaerobias facultativas e estritas, bem
como microaerdfilas e capnéfilas. Veillonella sao cocos
Gram-negativos anaerobios que desempenham um papel
importante no biofilme dental convertendo o lactato em
acidos mais fracos. A maioria dos bacilos Gram-negativos
anaerobios é encontrada em biofilmes dentais, apresenta
um metabolismo assacarolitico e depende de proteinas e
glicoproteinas para sua nutri¢do; alguns géneros comuns
incluem Prevotella e Fusobacterium. A diversidade de
espécies aumenta na doenca periodontal e muitas destas
sa0 microrganismos ainda nao cultivaveis. A taxonomia de
bactérias Gram-negativas foi transformada pelas técnicas
moleculares, como o sequenciamento do gene 16S rRNA.
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MICOPLASMA

As bactérias pertencentes ao género Mycoplasma
sao caracterizadas principalmente pela auséncia de
uma parede celular, o que as faz aparecerem como
Gram-negativas quando coradas. Devido ao seu peque-
no tamanho (<1 pm, sdo as menores de todas as células
de crescimento livre), sdo dificeis de se visualizar por
microscopia optica convencional.

A analise das sequéncias do genoma de Mycoplasma
(16S rDNA) sugere que essas estdo mais intimamente
relacionadas com os subgrupos de bactérias Gram-posi-
tivas Bacillus-Lactobacillus e Streptococcus. O micoplas-
ma exibe crescimento lento e requer meios de cultura
microbioldgicos especializados, enriquecidos com
proteinas e uma elevada atmosfera de dioxido de car-
bono para crescimento. Mycoplasma sao pleomorficos
e varias formas de células podem ocorrer dependendo
do ambiente.

Os micoplasmas sao prevalentes nas superficies
mucosas. Foram relatadas estimativas de taxa de trans-
porte bucal destas bactérias entre 6 e 32% da popu-
lacdo e varias espécies foram recuperadas da saliva
(Mycoplasma salivarium, M. pneumoniae, M. hominis),
mucosa bucal (M. buccale, M. orale, M. Pneumoniae)
e biofilme dental (M. pneumoniae, M. buccale, M. ora-
le). Mycoplasma orale e M. salivarium também foram
isolados das glandulas salivares onde se postulou
que desempenham algum papel na hipofuncéo das
glandulas salivares.

FUNGOS

Os fungos geralmente constituem uma proporcao
relativamente pequena da microbiota bucal. Os “fungos
perfeitos” (que se dividem por reproducao sexual)
raramente sao isolados da cavidade bucal, mas ocasio-
nalmente sao encontrados infectando pacientes com
a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS). As
principais espécies de fungos que causam infeccao bucal
sao Aspergillus, Geotrichum e Mucor. As espécies de fungos
perfeitos observadas em individuos saudaveis podem ser
transitorias, ao invés de residentes da microbiota bucal.
Ao contrario, os “fungos imperfeitos”, por exemplo, as
espécies de Candida (que se dividem por reproducao
assexuada), sdo encontrados comumente na cavidade
bucal (Capitulo 8). Candida albicans ¢ de longe a espé-
cie mais prevalente, mas um grande numero de outras
espécies foi isolado, incluindo C. glabrata, C. tropicalis,
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C. krusei, C. parapsilosis e C. guilliermondii, bem como
espécies de Rhodotorula e Saccharomyces. As estimativas
da taxa de transporte de Candida spp. na cavidade bucal
variam acentuadamente devido as diferentes técnicas
de isolamento empregadas e aos grupos populacionais
investigados (Capitulo 8). As taxas variam de 2 a 71%
dos adultos assintomaticos, mas isso aumenta e se apro-
xima de 100% em pacientes comprometidos pelo uso
de medicamentos ou naqueles que estdo fazendo uso de
agentes antibacterianos de amplo espectro.

Candida spp. sdo distribuidas de modo uniforme
em toda a cavidade bucal, mas a area mais comum de
isolamento é o dorso da lingua. O isolamento de Can-
dida aumenta com a presenca de dispositivos intraorais,
como proéteses ou aparelhos ortoddnticos, particular-
mente na superficie de encaixe na maxila; as espécies
de Candida podem aderir firmemente ao acrilico.

DOMIiNIO ARCHAEA

Os microrganismos do dominio Archaea apresentam
caracteristicas que os tornam diferentes das bactérias
ou eucariotas e constituem um ramo distinto da arvore
filogenética da vida. As arqueias sdo encontradas em
comunidades microbianas complexas no intestino e
na cavidade bucal e a principal espécie isolada nesta é
Methanobrevibacter oralis, detectada no biofilme dental
subgengival e nos canais radiculares infectados. Esses
microrganismos obtém energia por meio da reducao
de CO, para o metano e foram relatadas associacoes
entre metanogenos e bactérias redutoras de sulfato com
Synergistes e outros patogenos periodontais, sugerindo
que essas bactérias podem funcionar como degradado-
res terminais durante o catabolismo de moléculas do
hospedeiro complexas (Capitulo 5). Outras arqueias
isoladas da cavidade bucal incluem Methanobacterium
e Methanosarcina.

ViRUS

Intmeros virus podem ser detectados na cavidade
bucal utilizando técnicas moleculares (Capitulo 9).
Atualmente, ndo é mais necessario utilizar métodos que
consomem tempo e, frequentemente, sao pouco con-
fiaveis para a deteccao de virus, como cultura de tecido
ou microscopia eletronica. Na verdade, alguns virus
somente foram detectados pelo uso das abordagens
moleculares e nunca foram cultivados em laboratério
(p. ex., o virus da hepatite C e o da hepatite G).

O virus mais frequentemente encontrado na sali-
va e na cavidade bucal é o herpes simples tipo 1
(HSV-1). A grande maioria (80 a 90%) dos adultos do
mundo ocidental apresentou infeccdo primaria pelo
HSV-1, que quando reativado a partir da forma laten-
te causa lesdes secundarias infecciosas vesiculares
nos tecidos orofaciais. As técnicas moleculares reve-
laram que o HSV-1 ¢ persistente nos tecidos bucais
e também pode ser detectado ocasionalmente por
cultura a partir da saliva na auséncia de quaisquer
sinais ou sintomas clinicos, o que indica excrecao
periddica. O virus também permanece latente no
tecido neural, em particular no nervo trig¢gmeo, onde
pode ser reativado por uma série de fatores, incluindo
luz UV ou estresse. Uma vez reativada, a particula
viral passa através dos periféricos para causar as
estomatites caracteristicas na pele ou dentro da
cavidade bucal, que se rompem para liberar mais
particulas virais.

O citomegalovirus esta presente na maioria dos
individuos. Estes virus foram detectados na saliva de
adultos assintomaticos, mas sua via de entrada na cavi-
dade bucal ndo esta clara. Os virus Coxsackie A2, 4, 5,
6,8,9, 10 e 16 foram detectados na saliva e no epitélio
oral. A deteccao destes virus, em geral, é associada a
doencas dos pés, maos e boca ou herpangina.

Existem mais de 100 tipos de papilomavirus huma-
no (HPV) e os tipos 2 e 4 tém sido frequentemente
encontrados em lesoes epiteliais semelhantes a verrugas
hiperplasicas localizadas nos labios e na boca (verruga
vulgar, condiloma acuminado). Os tipos de HPV 2, 4,
6, 11 e 16 também siao detectados com relativa fre-
queéncia nos tecidos bucais de pacientes soropositivos
para virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Estudos
recentes tém explorado o possivel papel do HPV no
cancer de boca e, atualmente, esta estabelecido que os
tipos 16 e 18 sao a causa de alguns casos de carcinoma
orofaringeo.

Bacteriofagos (virus para os quais as bactérias sao
hospedeiros naturais) foram observados em amos-
tras de saliva e biofilme dental, mas poucos foram
isolados. Foram descritos bacteriofagos especificos
para as espécies de S. mutans, Lactobacillus, Actino-
myces, Veillonella e Aggregatibacter. O papel do bac-
teriéfago na ecologia microbiana da cavidade bucal
nao foi totalmente compreendido. Ja foi detectado
bacteriofago com atividade contra bactérias nao bucais
(p. ex., Proteus mirabilis), o que pode contribuir para a
capacidade de a microbiota residente excluir espécies



exogenas (resisténcia a colonizacdo) (Capitulo 4). O
bacteriofago também pode impulsionar a diversida-
de molecular em biofilmes bucais, fornecendo nova
funcao génica em resposta a terapia antimicrobiana
ou outras perturbacoes ambientais.

Em raras ocasioes, virus potencialmente patogénicos
podem ser encontrados na cavidade bucal, especial-
mente na saliva, onde sua presenca pode representar
uma ameaca de infeccio cruzada significativa. Embo-
ra alguns pacientes possam apresentar uma doenca
evidente, muitos podem ser assintomaticos. O virus da
hepatite B é um exemplo especifico de um virus pato-
génico que pode se propagar a partir da saliva de uma
pessoa aparentemente saudavel (Capitulo 12). Outros
virus que foram detectados na saliva incluem varios
virus respiratorios, HIV, virus do sarampo e virus da
caxumba.

PROTOZOARIOS

Os protozodrios sao definidos como eucariotos unice-
lulares que nao possuem parede celular. Duas espécies
frequentemente recuperadas da cavidade bucal sao
Trichomonas tenax e Entamoeba gingivalis. Sua prevalén-
cia na cavidade bucal é variavel, mas algumas estimati-
vas descrevem frequéncias entre 4 e 52% na populacao
saudavel. Técnicas moleculares podem ser utilizadas
para detectar estes microrganismos e o emprego de PCR
detectou a presenca de T. tenax em 2% da populacdo
saudavel, aumentando para 21% em pacientes com
doenca periodontal.

Ambas as espécies de protozoarios orais citadas sdo
moveis e, no caso de T. tenax, a sua motilidade carac-
teristica, “em cambalhotas”, ¢ mediada pela presenca
de quatro flagelos anteriores e um quinto recorrente,
inserido em uma membrana ondulante ao longo do
comprimento da célula. Trichomonas tenax e E. gingi-
valis sao heterotroficos, adquirindo suas necessidades
de carbono por ingestdo de outros microrganismos,
leucocitos do hospedeiro e matéria organica morta
na cavidade bucal e, nesse sentido, sao verdadeiros
parasitas. Ambas as espécies sdo anaerobias estritas
e, embora geralmente sejam consideradas comensais
inofensivos, hd relatos da sua associacdo a doenca
periodontal. Trichomonas tenax produz cisteina pro-
teinases e metaloproteinases, que podem danificar os
tecidos conjuntivos do hospedeiro. No entanto, se estes
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microrganismos desempenham ou nao um papel ativo
na doenca periodontal, ainda é desconhecido, embora
seja evidente que a sua incidéncia aumenta em indivi-
duos com higiene bucal deficiente.

RESUMO DO CAPITULO

A cavidade bucal saudavel sustenta o crescimento de
uma ampla gama de microrganismos, incluindo bac-
térias, leveduras, micoplasmas, arqueias, virus e, em
certa ocasides, até mesmo protozoarios. As bactérias
sdo os componentes predominantes da microbiota
residente da cavidade bucal e uma lista dos principais
géneros € apresentada na Tabela 3.4. Muitas destas
bactérias sao exigentes em seus requisitos nutricio-
nais, outras sao anaerobias estritas e altamente sen-
siveis ao oxigénio e algumas evoluiram para crescer
em cultura mista. Atualmente, apenas cerca de 70%
dos microrganismos do biofilme dental podem ser
isolados em cultura pura em laboratério. Abordagens
moleculares, baseadas em comparacdes de sequéncias
de genes do 16S rRNA e sequenciamento do genoma
completo, revolucionaram nossa compreensao sobre
a complexidade da microbiota residente da cavidade
bucal e resolveram problemas antigos relacionados
com a classificacao de varios grupos de bactérias
bucais (p. ex., Fig. 3.6). Estas abordagens identifi-
caram muitos novos géneros e espécies, incluindo
filos, como 0 TM7, que nao sdo cultivaveis em cultura
pura (Fig. 3.3, B). As abordagens moleculares propor-
cionaram técnicas rapidas (e relativamente simples)
para detectar, visualizar e identificar até mesmo o
mais exigente dos microrganismos bucais em amostras
clinicas. Os beneficios resultantes na classificacdo e
deteccao incluem o achado de associacdes mais inti-
mas entre determinadas espécies ou taxons e certas
areas na saude e na doenca.

A alta diversidade da microbiota bucal reflete a
ampla gama de nutrientes disponiveis endogenamente
na cavidade bucal, os tipos variados de habitat para
colonizacao e a oportunidade proporcionada por bio-
filmes, como a placa, para sobrevivéncia nas superfi-
cies. Apesar desta diversidade, muitos microrganismos
comumente isolados de ecossistemas vizinhos, como
a pele e o intestino, ndo sao encontrados na cavidade
bucal, enfatizando as propriedades tnicas e seletivas da
boca para colonizacdo microbiana.
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TABELA 3.4 Principais géneros de bactérias encontrados na cavidade bucal.

Gram-positivos Gram-negativos
Cocos Bastonetes Cocos Bastonetes
Abiotrophia Actinobaculum Anaeroglobus Aggregatibacter
Enterococcus Actinomyces Megasphaera Campylobacter
Finegoldia Alloscardovia Moraxella Cantonella
Gemella Arcanobacterium Neisseria Capnocytophaga
Granulicatella Atopobium Veillonella Centipeda
Peptostreptococcus Bifidobacterium Desulfomicrobium
Streptococcus Corynebacterium Desulfovibrio
Cryptobacterium Dialister
Eubacterium Eikenella
Filifactor Flavobacterium
Lactobacillus Fusobacterium
Mogibacterium Haemophilus
Olsenella Johnsonii
Parascardovia Kingella
Propionibacterium Leptotrichia
Pseudoramibacter Methanobrevibacter
Rothia Porphyromonas
Scardovia Prevotella
Shuttleworthia Selenomonas
Slackia Simonsiella
Solobacterium Tannerella
Treponema
Wolinella

Nem todos os géneros de bactérias foram listados. O micoplasma também ¢é isolado da cavidade bucal. Existem, também,
bactérias ndo cultivaveis que ainda n&do foram colocadas em um género; algumas pertencem ao filo TM7.
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I8 A classificacao dos microrganismos ¢é o processo de qual dos seguintes?

a. Agrupar microrganismos logicamente com
base em suas semelhancas e diferencas
b. Proporcionar aos microrganismos um nome

c. Desenvolver um esquema de identificacao
d. Descrever a aparéncia da colonia de uma cepa
bacteriana

Como sdo denominadas as bactérias que sdo dependentes de dioxido de carbono para o seu crescimento?

a. Anaerobias estritas
b. Anaerodbias facultativas

c. Aerdbias
d. Capnofilicas

As cepas de Streptococcus salivarius produzem grandes quantidades de que tipo de exopolimero da sacarose?

a. Heteropolissacarideo
b. Frutano (estrutura de inulina)

Qual das seguintes ¢ uma bactéria capnofilica?
a. Capnocytophaga gingivalis
b. Porphyromonas gingivalis

¢. Frutano (estrutura de levano)
d. Glicogénio

c. Fusobacterium nucleatum
d. Veillonella atypica

Qual das seguintes espécies produz colonias pigmentadas de marrom ou preto em dgar sangue?

a. Aggregatibacterium actinomycetemcomitans
b. Porphyromonas gingivalis

c. Prevotella oralis
d. Eikenella corrodens

L[] Espiroquetas bucais se enquadram dentro de qual género?

a. Bacteroides
b. Centipeda

c. Treponema
d. Selenomonas

Qual dos seguintes protozodrios é encontrado na cavidade bucal?

a. Paramécio
b. Trichomonas tenax

c. Entamoeba histolytica
d. Giardia lamblia

L] Testes iniciais em colonias que sdo alfa-hemoliticas em dgar sangue proporcionam os seguintes resultados:
cocos Gram-positivos em cadeias; catalase negativo; producdo de amonia a partir da arginina; ligacdo
a alfa-amilase; producao de glucano a partir da sacarose. Qual € a identificacdo mais provadvel destas

bactérias?
a. Streptococcus mutans
b. Streptococcus vestibularis

c. Streptococcus gordonii
d. Streptococcus intermedius
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EH Qual das seguintes espécies ¢ o bacilo Gram-positivo anaerdbico facultativo mais isolado a partir de biofilmes

dentdrios?
a. Actinomyces naeslundii c. Lactobacillus casei
b. Actinomyces israelii d. Bifidobacterium dentium

] Qual dos seguintes ¢ o coco Gram-negativo anaerobico encontrado mais comumente em grande niimero na
cavidade bucal?
a. Neisseria subflava c. Eikennela corrodens
b. Veillonella parvula d. Megasphaera micronuciformis
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