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Resumo

Introdugdo: os microrganismos do género Rothia spp., apesar de presentes no microbioma da cavidade bucal, estdo associados
a infecgdes como endocardite infecciosa, osteomielite vertebral e tubercolose. Sdo bactérias pouco estudadas, e seu perfil de
sensibilidade a antibidticos ainda é pouco explorado. Objetivo: no presente estudo, realizou-se uma analise do perfil de sensibilidade
a antibidticos de isolados bucais de Rothia, através do ensaio de microdiluigdo em caldo, apds identificagdo bacteriana. Metodologia:
brevemente, dois isolados bacterianos oriundos de canais radiculares em tratamento foram identificados por MALDI Biotyper (Bruker
Daltonics Inc, Inglaterra), e a sensibilidade aos antibidticos amoxicilina, gentamicina, clindamicina, e azitromicina foi testada em
concentragdes que variaram de 1,955 a 1000, e avaliada através de ensaio de microdiluicdo em caldo, de acordo com o protocolo
CLSI M7-A62. Resultados: um dos isolados foi identificado como Rothia aerea e o outro como Rothia dentocariosa. Esses isolados
foram altamente sensiveis aos antibidticos testados. Atividades bactericidas puderam ser observadas contra a Rothia dentocariosa
com todos os antibidticos testados, em suas menores concentragdes. Conclusdo: deve-se acompanhar isolados dessas bactérias para
verificar o possivel desenvolvimento de resisténcia. Este trabalho vem adicionar informag&es sobre o género Rothia, o qual ainda é
pouco estudado e pode causar infecgGes sistémicas graves.
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Abstract

Introduction: microorganisms of the genus Rothia spp., despite being present in the microbiome of the oral cavity, are associated
with infections such as infective endocarditis, vertebral osteomyelitis and tuberculosis. They are poorly studied bacteria, and their
profile of sensitivity to antibiotics still needs to be explored. Objective: after bacterial identification, the present study analysed the
antibiotic sensitivity profile of oral isolates of Rothia, through the microdilution assay in broth. Methodology: briefly, two bacterial
isolates from root canals undergoing treatment were identified by MALDI Biotyper (Bruker Daltonics Inc, England), and sensitivity
to the antibiotics amoxicillin, gentamicin, clindamycin, and azithromycin, all tested at concentrations ranging from 1.955 to 1000,
was evaluated by broth microdilution assay, according to the CLSI M7 — A632 protocol. Results: one isolate was identified as Rothia
aeria, and the other as Rothia dentocariosa. These isolates were susceptible to the tested antibiotics. Bactericidal activities could be
observed against Rothia dentocariosa by all antibiotics tested in their lowest concentrations. Conclusion: Isolates of these bacteria
should be monitored to verify the possible development of resistance. This work adds information about the genus Rothia, which is
still poorly studied and can cause severe systemic infections.

Keywords: endodontics; oral microbiology; microbial resistance.

Rothia spp. é um género bacteriano, caracterizado ~ nebacterium e Staphylococcus 2.

lisas, redondas e muito semelhantes aos géneros Cory-

por espécies gram-positivas que possuem morfologia
variada’, apresentando col6nias convexas, cremosas ou
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Em geral suas espécies sdo catalase-positivas e urea-
se-negativas, ndo resistentes a acidos, ndo formadoras
de esporos, ndo pigmentadas e ndo moveis. Suas condi-
¢Oes de aerotolerancia entre as espécies sdo diversas,
podendo crescer em meios aerdbios e microaerdfilos?.
Pertencente a classe das Actinobactérias, ordem Mi-
crococcales e familia Micrococcaceae, Rothia apresenta
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cinco espécies patogénicas para seres humanos: R. aeria,
R. dentocariosa, R. mucilaginosa, R. koreensis e R. Kristi-
nae?. Apesar de o género abranger bactérias que atuam
de forma comensal na microbiota normal da orofaringe
e do trato respiratdrio, esse grupo tem demonstrado
patogenicidade para infec¢Ges sistémicas®*.

O biofilme de Rothia tem sido associado a casos de
cancer de boca®, discite e osteomielite vertebral causada
por R. aeria® e tuberculose °. A presenga da Rothia den-
tocariosa esta evidenciada na doenga periodontal®®. Em-
bora raramente estejam associadas a doengas invasivas,
R. aeria e R. dentocariosa sdo sinalizadas, na literatura,
como patégenos relevantes, pois manifestam potencial
de complicagBes graves, como pneumonia, peritonite,
periodontite, septicemia, bacteremia e endocartite
infecciosa®’#4, S30 mais comuns em pacientes imuno-
comprometidos e estdo associadas a aumento do risco
de acidente vascular cerebral*>?®,

Estudos demonstram que microrganismos orais,
especialmente do biofilme dental, podem apresentar
resisténcia a substancias antimicrobianas'’. Entretanto, a
presenca de microrganismos do género Rothia é bastante
comum na cavidade oral em situagBes tanto de saude!®
como de doencga, sendo que os processos de perturbagdo
no biofilme oral constituem a principal relagdo causal
entre as muitas infecgGes que podem afetar a cavidade
bucal* %,

A imunossupressado e outras condi¢des sistémicas
parecem indicar uma maior predisposicdo a infec¢Ges
sistémicas graves causadas por microrganismos do géne-
ro Rothia®"??. Diversos estudos apontam para o controle
do biofilme dental como um dos mecanismos para a pre-
vencdo de doencas bucais, incluindo o controle de Rothia
spp**?. Tendo em vista a importancia de realizar controle
do biofilme bucal e, consequentemente, das espécies de
Rothia spp., no presente estudo, investigou-se o perfil
de resisténcia microbiano de duas espécies do género
Rothia spp., Rothia aérea e Rothia dentocariosa, cedidas
pela Microteca do grupo de Biotecnologia e Saude Animal
do ICS da UFBA.

METODOLOGIA

Obtengdo dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram cedidos pela Mi-
croteca de Saude do Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Bahia. Segundo os registros
dessa Microteca, os dois isolados incluidos neste estudo
foram coletados de tratamentos de canais radiculares
dentarios humanos.

Identificagdo bacteriana

A técnica de MALDI-TOF — que identifica o microrga-
nismo quanto a género e espécie por marcadores proted-
micos, indexados em bancos de dados para tal identifica-

¢30% — foi aplicada na identificagdo dos microrganismos
deste estudo. Brevemente, uma col6nia foi adicionada
a placa-alvo e fixada com a solugdo de matriz (1ulL)
contendo acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHCA),
50% de acetonitrila e 2,5% de acido trifluoroacético ?’.
Utilizou-se a proteina padrao da cepa DH5a de Escherichia
coli’® como controle. Seguidamente, a placa-alvo, que
continha o indculo, foi seca em temperatura ambiente
%7 0 MALDI-Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Alema-
nha) foi o equipamento empregado na analise. O escore
espectral minimo para identificacdo de bactérias quanto
a espécie foi de > 1,8 2%

Ensaio de microdiluigdo em caldo

A metodologia de microdiluicdo em caldo foi realiza-
da de acordo com Norman et al.>* (2014) com modifica-
¢Oes, e com o Manual Clinical and Laboratory Standards
Institute para testes de suscetibilidade antimicrobiana®..
As amostras empregadas neste estudo foram cultivadas
em caldo infusdo de cérebro e coragdo (Himedia, Mum-
bai, india), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) por 24h em estufa a
379C, em agitador orbital. Foram testados os antibidticos
amoxicilina, azitromicina, clindamicina e gentamicina
em concentrag¢des que variaram de 1,955 a 1000 ug/ml.

Os diluentes usados na preparagdo das solugdes de
agentes antimicrobianos seguiram a metodologia descrita
na norma M7-A6 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) para bactérias aerdbicas®. As solugdes
foram acondicionadas em tubos Falcon estéreis, junta-
mente com caldo Mueller Hilton (Becton Dickinson & Co.,
East Rutherford, NJ).

O caldo Mueller Hinton (MH), suplementado com
soro fetal bovino a 10%, foi utilizado como meio de cul-
tura para os testes de sensibilidade a agentes antimicro-
bianos. Apds a incubagao, cada um dos dois isolados foi
diluido em 2ml de soro fisioldgico estéril para alcangar,
em espectrofotdmetro, uma densidade dptica de 0,08 —
0,13 no comprimento de onda de 625 nm (opticamente
comparavel a solugdo padrdo McFarland de 0,5). Cada
suspensdo continha aproximadamente 3 x 10° UFC/mL
de bactérias. Em seguida, as suspensdes foram diluidas
em caldo Mueller Hinton suplementado, para se obter
uma concentracdo de 1 x 10° UFC/mL e se atingir uma
concentragdo final de 5x 10° UFC/mL. E 100 uL do indculo,
mais 100 pL da solugdo de antimicrobianos, nas diferen-
tes concentragdes, foram inoculados em cada pogo de
uma placa de cultura estéril de 96 wells. Como controle
positivo, foram utilizadas as suspensdes bacterianas sem
antimicrobianos, e os controles negativos consistiram de:
(1) somente meio de cultura (somente meio MH); e (2) e
controle das solugGes de antimicrobianos sem inoculagdo
bacteriana. Em seguida, as microplacas foram incuba-
das durante 48h a 37 °C. Leituras espectrofotométricas
foram realizadas em seguida, no comprimento de onda
de 625nm.
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A concentragdo minima inibitdria (MIC, ) foi deter-
minada como a capaz de inibir totalmente o crescimento
bacteriano. Apés a determinagdo da MIC,, 20 pL de
cada pogo foram removidos e inoculados em placas de
agar MH e incubados por 24 h a 37 °C. A concentragdo
bactericida minima (MBC, ) foi definida como a concen-
tragdo mais baixa capaz de inativar todas as bactérias. Os
ensaios foram realizados em triplicata e repetidos em
dois dias diferentes.

RESULTADOS

Identificagdo bacteriana

A partir da incubagdo (48h) em Muller Hitlton, su-
plementada com 10% de soro fetal bovino, das amostras
obtidas de canal radicular de humanos e cedidas pela
Microteca de salde do grupo de Satude animal do ICS/
UFBA, foram obtidas col6nias isoladas com coloragdo
branca, cremosas, aspecto opaco, apresentando super-
ficie lisa, convexa, redonda, com bordas continuas ou
irregulares, e relevo de aspecto cerebriforme, caracte-
ristico de algumas espécies de Rothia**. Com base nos
resultados obtidos no sistema MALDI-Biotyper (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), um escore espectral
de > 1,8 identificou R. aerea e R. dentocariosa infe¢des
pulpares de humanos.

Sensibilidade a antibidticos

As espécies do género Rothia spp. (R. aerea e R.
dentocariosa), utilizadas neste estudo, demonstraram
significativa sensibilidade aos antibidticos testados. Todas
as cepas de Rothia aerea foram susceptiveis aos antibio-
ticos amoxicilina e azitromicina, com MIC,  de 1,955 ug/
mL, e aos antibidticos gentamicina e clindamicina, com
MIC, de 7,8125 ug/mL (Tabela 1). As cinéticas de inibi¢do
do crescimento de R. gerea pelos antibidticos incluidos
neste estudo sdo demonstradas na Figura 1. A atividade
bactericida de amoxicilina e azitromicina foi determinada
por um MBC, de 1,955 pg/mL e de gentamicina e clin-
damicina pelo MBC de 7,8125 pg/mL (Tabela 1).

Com relagdo a R. dentocariosa, todos os antibidticos
inseridos neste estudo inibiram 100% do crescimento
bacteriano em todas as concentragdes testadas (Figura 2).
Esse microrganismo foi completamente inativado pelos
antibioticos aqui estudados na minima concentragao
utilizada, que foi de 1,955 pg/mL.

A atividade bactericida e (ou) bacteriostatica de uma
substancia pode ser avaliada pela relagdo entre a CIM e
a CBM. O composto foi considerado bactericida quando
a razdo CBM/CIM < 4 3, Neste estudo, os resultados de
MIC,, foram coincidentes com os de MBC_  (Tabela 1),
indicando atividade bactericida dos antibidticos testados
sobre as cepas testadas.
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Figura 1 — Cinética da inibi¢do do crescimento de Rothia
aerea pelos antibidticos: (A) amoxicilina; (B) azitromicina;
(C) clindamicina; e (D) gentamicina. Os resultados expressam
médias de triplicatas em dois experimentos independentes.
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Figura 2 — Cinética da inibi¢do do crescimento de Rothia
dentocariosa pelos antibiéticos: (A) amoxicilina; (B) azitromicina;
(C) clindamicina; e (D) gentamicina. Os resultados expressam
médias de triplicatas em dois experimentos independentes.
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Tabela1-MIC, e MBC,  de antibidticos utilizados
rotineiramente na pratica odontoldgica emisolados clini-
cos de Rothia aerea, obtidos em ensaio de microdiluigao,
de acordo com o protocolo M7-A6 conforme CLSI*2. Os

resultados expressam médias de triplicatas obtidas em

dois experimentos diferentes.
Rothia aerea

Antibidtico MIC, MBC

Amoxicilina 1,955 pg/mL 1,955 pg/mL

Azitromicina 1,955ug/mL 1,955 pg/mL

Clindamicina 7,8125ug/mL 7,8125 pg/mL

Gentamicina 7,8125pg/mL 7,8125 pg/mL

DISCUSSAO

Os microrganismos do género Rothia sdo encon-
trados comumente na cavidade oral e na orofaringe,
e ja demonstraram estar amplamente presentes em
diferentes amostras desses sitios anatdmicos®*3¢. Em
pacientes saudaveis esses microrganismos parecem
desenvolver mecanismos varidveis de relagdo com o
hospedeiro, sendo parte da microbiota oral comum?®.
Ha inumeros relatos da presenga de Rothia spp. em
infeccdes de grande repercussao, tais como endocar-
dite, pneumonia, peritonite e septicemia®. Um estudo
utilizando sequenciamento de nova geragdo (NGS), em
amostras de swab coletadas da nasofaringe de pacientes
imunocomprometidos, demonstrou a presenc¢a desses
microrganismos em pacientes com sindrome respiratoria
aguda grave e SARS-COV-2 positivos, o que indica uma
situagdo relacionada a um comportamento oportunista®.
O fato de serem encontrados em nasofaringe nao esta
ligado a motilidade prépria da espécie, mas a outros
mecanismos de infecgdo cruzada direta e indireta, tais
como propagacao por goticulas e aerossdis, ou auséncia
de uma conduta asséptica na assisténcia ao enfermo por
parte de profissionais de saude *°.

De acordo Fatahi-Bafghi? (2021), R. dentocariosa
apresenta alta sensibilidade a amoxicilina, mas a gen-
tamicina tem sido utilizada mais rotineiramente e com
eficacia em infecgdes com a bactéria, porém sendo
menos empregada contra Rothia aerea®. Esses dados
corroboram os resultados obtidos neste estudo, em que
a amoxicilina inibiu 100% do crescimento de R. dento-
cariosa. Ja a gentamicina apresentou resultados menos
eficazes no controle do crescimento para a espécie de R.
aérea, que ja foi relatada como espécie resistente a esse
antimicrobiano especificamente?®.

Aliteratura relata que Rothia dentocariosa apresenta
alta sensibilidade ao antibidtico clindamicina®. Ja para
Rothia aerea, existe uma divergéncia sobre o perfil de
sensibilidade a esse antimicrobiano na literatura, onde
ja foi considerada como cepa resistente em casos de
sepse®®, assim como suscetivel em casos de endocardite
infecciosa®®.

Considerando nossos resultados, afigura-se que a
amoxicilina, que foi mais eficaz no controle do cresci-
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mento das duas espécies de Rothia neste estudo, pode
ser mais indicada na rotina clinica odontoldgica.

Em um relato de caso, Rothia aerea e Rothia dentoca-
riosa foram detectadas em amostras coletadas da valvula
cardiaca, e esses microrganismos foram altamente sen-
siveis aos antibidticos testados, incluindo gentamicina®®,
corroborando os resultados do presente trabalho. Por
outro lado, o estudo apresenta também o potencial de
formacao de biofilmes in vivo das bactérias supracitadas,
revelados por hibridizagdo in situ. E hipotetizado que Ro-
thia spp. tem maior perfil de resisténcia a antibidticos e
uma maior viruléncia quando consorciada em biofilmes®.
Biolfilmes monoespécies e polimicrobianos contendo
Rothia spp. foram encontrados em valvulas endoscépi-
cas reutilizaveis’. Também pesquisadores relatam que R.
dentocariosa foi encontrada em pacientes com endocar-
dite infecciosa e que ndo apresentavam infe¢es bucais
aparentes, ndo sendo possivel determinar a causa da
infecgdo por Rothia spp.*.

Até a data da publicacdo deste estudo, as informa-
¢cOes sobre o perfil de resisténcia de Rothia spp. a anti-
bidticos sdo escassas®®, além de os estudos existentes
apresentarem uma grande variedade de abordagens
metodoldgicas e serem realizados a partir de adaptagdes
de protocolos para outros microrganismos, cOmo o uso
de breackpoints de Corynebacterium para Rothia spp.*
A adocdo indiscriminada de terapias antibidticas parece
ter alta relevancia para a disseminacgdo de infecges por
microrganismos desse género.

A atividade bactericida e (ou) bacteriostatica de uma
substancia pode ser avaliada pela relagdo entre a CIM e
a CBM. O composto foi considerado bactericida quando
arazdo CBM/CIM < 4 3%, Neste estudo, os resultados de
MIC,, foram coincidentes com os de MBC_  (Tabela 1),
indicando atividade bactericida dos antibidticos testados
sobre as cepas testadas, além de sinalizar a sensibilidade
dos microrganismos Rothia aerea e Rothia dentocariosa
in vitro e ex vivo.

CONCLUSAO

Os isolados do género Rothia spp., neste estudo,
tiveram significativa sensibilidade a todos os antibidticos
testados. Também foi observada atividade bactericida
nas menores concentragdes de antimicrobianos testados.
Esse fato pode ser devido a auséncia de pressdo seletiva
exercida por tratamentos indiscriminados com antibioti-
cos, mas deve-se acompanhar isolados dessas bactérias
para verificar o possivel desenvolvimento de resisténcia.
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