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ABSTRACT- Kopp P.A., Dutra LS., Dõbereiner J, Schmitt M., Grassmann B. & Blobel H. 
1996. [Streptomycin increases the adherence on oral epitelial cells of Bacteroides 
melaninogenicus involved in the periodontal lesions of "cara inchada" in cattle.] 
Estreptomicina aumenta a aderência em células epiteliais ele Bacteroicles melaninogenicus 
associado às lesões periclentárias ela "cara inchada" elos bovinos. Pesquisa Veterinária 
Brasileira 16(2/3):53-57. Projeto Saúde Animal Embrapa/UFRRJ, Km 47, Seropédica, Rio 
ele Janeiro 23851-970, BraziL 

"Cara inchada" of cattle (CI) is a periodontitis which occurs in calves in several regions 
of BraziL lts progressive lesions, caused mainly by Bacteroides melaninogenicus anel 
Actinomyces pyogenes, could leacl to loss of teeth, malnutrition anel possibly cleath of 
affectecl animals. For further analysis of the pathogenesis of this disease the influence of 
streptomycin on the aclherence of the causative bacteria to oral epithelial cells of cattle 
was determined. Procluction of streptomycin by soil bacteria (Actinomycetes) in Brazil 
hacl been suggested by severa! authors. ln our studies, streptomycin in subinibitory con­
centrations increased tenfolcl the rate of aclherence with B. melaninogenicus (from 0.4 to 
4.0 bacteria per bovine epithelial cell). On the contrary, streptomycin clicl not influence 
significantly the adherence of A. pyogenes nor streptococci of the viridans group. Thus, 
streptomycin coulcl be a contributing factor to the clevelopment of the periodontal infec­
tions with B. melaninogenicus. 

INDEX TERMS: Streptomycin, aclherence, oral epithelial cell, Bacteroides melaninogenicus, 
perioclontitis, cattle, "cara inchada". 

SINOPSE.- A "cara inchada" dos bovinos (CI) é uma 
periodontite que afeta bezerros em várias regiões do Bra­
sil. Constitui-se por lesões progressivas, causadas princi­
palmente por Bacteroides melaninogenicus e Actino1nyces 
pyogenes, podendo evoluir para a perda cios dentes, 
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emaciação e possivelmente morte dos animais afetados. 
Para prosseguimento cios estudos sobre a patogênese ela 
doença foi determinada no presente trabalho a influência 
da estreptomicina sobre a aderência, em células epiteliais 
oral ele bovinos, de duas das principais bactérias associa­
das à CL Produção ele estreptomicina por bactérias cio solo 
(Actinomicetos) no Brasil tem sido sugerido por Balclani et 
ai. (1982). Em concentrações subinibitórias a estreptomicina 
aumentou em dez vezes a taxa ele aderência de B. 
melaninogenicus (de 0,4 para 4,0 bactérias por célula 
epitelial bovina). Por outro lado, a estreptomicina não in­
fluenciou significativamente a aderência de A. pyogenes 
ou de estreptococos elo grupo virídans. Com base nesses 
resultados pode-se depreender que a estreptomicina seja 
um fator que contribua para o desenvolvimento ela infec­
ção periclentária característica ela CL 
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TERMOS DE INDEXAÇÀO: Estreptomicina, aderência, célula 
epitelial oral, Bacteroides melaninogenicus, periodontite, bovi­
nos, "cara inchada". 

INTRODUÇÃO 

No estágio atual do conhecimento sobre a "cara inchada" 
dos bovinos (CI) no Brasil não existe qualquer evidência 
de que suspeitas de tratar-se de doença ele nutrição sejam 
verdadeiras. Desta forma, não podiam ser comprovadas as 
afirmações de que a CI seja uma enfermidade primária do 
esqueleto, determinada por fator nutricional, como ocorre 
com a osteodistrofia fibrosa dos equinos (Rosa & Dóbereiner 
1994). Mas desde o início çlo estudo da CI suspeita-se que 
a periodontite deve ser desencadeada por um fator 
determinante existente na alimentação (Dóbereiner et ai. 
1974, 1975, 1976, Rosa et al.1976). 

É cada vez mais evidente o papel que bactérias têm no 
aparecimento e desenvolvimento dessa periodontite, em 
especial Bacteroides melaninogenic11s associado a 
Actinomyces pyogenes (Blobel et al. 1984, 1987), com a 
produçâo de considerável número de enzimas e toxinas 
capazes de provocar em danos tissulares (Dutra et al. 1986); 
não há indicação de alteraçâo primária cio colágeno 
peridentário (Seifert et ai. 1983). Uma importante questão 
nesse contexto é como estes microiganismos colonizam o 
espaço sublingual e desencadeam uma periodondite pu­
rulenta com periostite ossificante secundária, consideran­
do-se ainda que foram isolados em pequeno número de 
bovinos sadios (Blobel et al. 1984). 

Por isso, Schmitt et al. 0996) investigaram as possíveis 
correlações entre a imunidade celular de bovinos e a CI. 
Verificaram que a aderência ele B. melaninogenicus e a 
sua fagocitose por granulócitos polimorfonucleares eram 
diminuícbs em bezerros com CI, porém a quimiotaxia não 
era afetada. 

Numerosos estudos anteriores indicaram que impor­
tante fator desencadeante para a infecção peridentária deve 
estar relacionado com a modificação da microbiota do solo 
em virtude do desmatamento de florestas virgens e ela ve­
getação natural do cerrado para a sua transformação em 
pastagens ou ainda posteriores reformas dessas (Dóbereiner 
1990, Dutra et al. 1993). Nesse contexto são de interesse as 
indicações indiretas obtidas por Balclani et al. (1982), ele 
que em tais solos ocorre um significativo aumento elo nú­
mero ele Acinomicetos produtores de estreptomicina. 

O objetivo deste trabalho foi verificar o comportamen­
to ele bactérias (particularmente Bacteroides 1nelani­
nogenicus, Actinomyces pyogenes e estreptococos do gru­
po viridans), quando tratadas com estreptomicina, frente 
à sua capacidade de aderência em células epiteliais oral de 
bovinos. 

MATERIAL E MÉTODOS 
Bactérias 

As culturas bacterianas utilizadas no estudo foram isoladas ele 
lesões periclentárias ele bezerros com CI e mantidas na coleção 
do Instituto ele Bacteriologia e Imunologia, ela Universidade ele 
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Giessen, Alemanha, ele onde foi obtida também a amostra ele 
Streptococcus elo grupo uiridans. Em razão da complexidade 
taxonómica, a amostra ele Bacteroides pigmentado ele negro 
utilizada foi denominada Bacteroides melaninogenicus (Blobel 
et ai. 1984). 

Determinação da concentração subinibitória de estreptomicina 
A determinação ela concentração subinibitória foi realizada 

segundo o método ele diluição (Sutter 1985, Jones et ai. 1985), 
com a verificação final elo número de bactérias através ele 
fotometria (Benchetrit et ai. 1981). Concentrações crescentes (0,5-
25/pg/mD ele estreptomicina (Sigma, Deisenhofen, Alemanha) 
foram adicionadas em meios ele cultura líquidos (40 ml de THB 
para A. pyogenes e estreptococos e 40 mi ele BHI, modificado 
segundo Eley et ai. 0984), para Bacteroides). Os meios ele cultura 
contendo o antibiótico foram inoculados com 2 mi de uma pré­
cultura pura e densa elos respectivos microrganismos e finalmente 
incubados a 37ºC ele acordo com as respectivas características ele 
crescimento (A. pyogenes e estreptococos 24 h, Bacteroides 5 dias 
em anaerobiose). A determinação ela concentração subinibitória 
(inibição ele 50% elo crescimento) foi realizada em fotômetro 
(540nm). Como standard ( = 0% ele crescimento) foram utilizadas 
as mesmas culturas com estreptomicina e a pré-cultura, no entanto 
mantidas a 4ºC; culturas bacterianas sem antibiótico e incubadas 
de acordo com os respectivos períodos ele cultivo foram 
consideradas como 100% ele. crescimento. Para a utilizaçào na 
pesquisa sobre aderência foram empregadas as culturas que 
demonstraram cerca de 50% ele inibição cio crescimento 
(concentração inibitória de 50%, IC,(). A concentraçào subinibitória 
ele cada espécie ele bactéria foi aferida através ele 6 repetições 
idênticas. Os resultados obtidos foram os seguintes: 2pg/ml e 
15pg/rnl ele estreptomicina para a I050 ele A. pyogenes e Bacteroides, 
respectivamente (Fig. 1). Os estreptococos cio gmpo uiridans foram 
resistente~ à estreptomicina; desta maneira foram tratados 
previame11te com 2 pg/ml cio antibiótico para excluir modificações 
na superfície elas bactérias. As diferentes espécies ele bactérias 
empregadas, tanto as não tratadas com estreptomicina como as 
tratadas com a concentração subinibitória foram cultivadas, com 
o auxílio ele um fotômetro aferidas para 10% de transmissão ( ~109 

bactérias) e liofilizadas. 

Células epiteliais 
As células epiteliais ele bovinos ele diferentes idades e da raça 

zebú foram obtidas ela mucosa ela gengiva lingual maxilar, em 
áreas próximas elos Pcl2_Pcl 3 (filogeneticamente, Pcl:J_Pd;,l e 
eventualmente M1_Mv com o auxílio de uma espátula ele madeira. 
As células foram váúas vezes sistematicamente lavadas em PBS 
(pH 7,5) a 1.200 xg, aferidas para uma concentração ele 105/ml ele 
PBS com o auxílio ela câmara ele Thoma, e mantidas a 4ºC até a 
sua utilização. 

Marcação elas bactérias 
As bactérias liofolizaclas foram ressuspendidas em água 

destilada e diluídas 1:10 em PBS. Para cada 1 mi da suspenção foi 
adicionado 1mg ele FICT (Isotiocianato de fluoresceína, Sigma), 
que foram incubados a 37ºC em banho-maria com agitação e 
finalmente lavados quantas vezes necessárias a 10.000 xg em PBS 
até a clarificação cio sobrenaclante. O pelete final foi ressuspendido 
em 1 mi ele PBS. 

Teste de aderência 
Bactérias marcads com FITC (0,5ml) foram incubadas por 60 

mina 37ºC em banho-maria sob agitação, juntamente com 0,5 mi 
ele células epiteliais. Quando empregadas combinações ele duas 
espécies diferentes ele bactérias, as células epiteliais (0,5 mi) fo-
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ram previamente incubadas por 30 min a 37ºC com as bactérias 
não marcadas. Logo após, eram acrescentados 0,5 ml ele bactérias 
marcadas e a mistura total então incubada a 37ºC por 60 min. A 
separação das bactérias não ligadas das aderidas foi realizada 
através de centrifugação (8.000 xg por 2 min) por gradiente, com 
a utilização de Percoll (Sigma). As células epiteliais na camada de 
separacão foram pipetaclas, lavadas em PBS ( 4x a l.200xg) e duas 
gotas do preparado levadas em lâmina para leitura em microscópio 
de fluorescência (Valentin-Weigand et ai. 1987} 

RESULTADOS 

Os resultados da influência da estreptomicina sobre a ade­
rência em células epiteliais de bactérias associadas à CI 
são apresentados no Quadro 1. Desta forma, a 
estreptomicina não apresentou clara influência sobre ade­
rência de A. pyogenes. O mesmo não ocorreu com 
Bacteroides; após o tratamento prévio com 15 pg/ml de 

Quadro 1. Ensaio da aderência com as bactérias associadas à "cara 
inchada", assim como com estreptococos do grupo viridans, tratados 

previamente e não tratados com estreptomicina 

Preparado 

A. pyogenes (sem estreptomicina) 
A. pyogenes (com estreptomicina) 
Bacteroides sp. (sem estreptomicina) 
Bacteroides sp. (com estreptomicina) 
Estreptococos (sem estreptomicina) 
Estreptococos ( com estreptomicina) 

Bactéria aderida/célula epitelial" 

4,1 
4,8 
0,4 
4,0 
4,1 
1,8 

ª Os números são valores médios calculados em 6 preparados idênticos, 
cada um com 50 células epiteliais contadas. 

Quadro 2. Combinações na pesquisa sobre aderência, realizadas com 
as diferentes bactérias associadas à "cara inchada" c com 

estreptococos do grupo viridansª 

Preparado 

Estreptococos (sem estreptomicina) 
A. pyogenes (sem estreptomicina) 

Estreptococos ( com estreptomicina) 
A. pyogenes (sem estreptomicina) 

Estreptococos (sem estreptomicina) 
A. pyogenes (com estreptomicina) 

Estreptococos ( com estreptomicina) 
A. pyogenes (com estreptomicina) 

Bacteroides sp. (sem estreptomicina) 
A. pyogenes (sem estreptomicina) 

Bacteroides sp. (com estreptomicina) 
A. pyogenes (sem estreptomicina) 

Bacteroides sp. (sem estreptomicina) 
A. pyogenes (com estreptomicina) 

Bacteroides sp. ( com estreptomicina) 
A. pyogenes (com estreptomicina) 

Bactéria aderida/célula epitelialb 

2,7 

2,7 

1,5 

2,7 

3,1 

2,4 

4,0 

3,1 

ª Nestes ensaios somente foram marcadas e contadas as bactérias (no caso, A. 
pyogenes) adicionadas no segundo passo. 

b Os números são valores médios calculados em 6 preparados idênticos, cada 
um com 50 células epiteliais contadas. 
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Fig. 1. Inibição do crescimento de A. pyogenes e Bacteroides me­
laninogenicus após a adição de estreptomicina, na de­
pendência da concentração. 

estreptomicina houve um aumento significativo da ade­
rência nas células epiteliais ( 4,0/0,4) (Fig.2). A diminuição 
da aderência dos estreptococos do grupo viridans após o 
tratamento prévio com o antibiótico deveu-se à forte aglo­
meração dos mesmos. 

Nos ensaios com diferentes combinações os resultados 
foram bastante adversos (Quadro 2). Após a incubação 
prévia com Bacteroides e finalmente com A. pyogenes, ocor­
reram diferentes níveis de aderência de Bacteroides trata­
dos com estreptomicina. Assim, ocorreu uma diminuição 
da aderência de A. pyogenes nas células epiteliais após a 
incubação prévia com Bacteroides tratados (2,4/3,1 - 3,1/ 
4,0). Tão logo Bacteroides ocupam as células epiteliais, 
aparentemente estas não estão mais em condições de se 
ligarem a A. pyogenes, como nas células livres. Eventual­
mente ocorre uma concorrência nos locais de ligação na 
superfície celular. De qualquer forma comprova-se, de uma 
maneira indireta, a capacidade de ligação de Bacteroides 
tratados com estreptomicina. A combinação de 
estreptococos do grupo viridans e A. pyogenes demonstra 
que A. pyogenes neste ensaio não se liga mais que os co­
cos Gram-positivos na superfície celular; pelo contrário, 
observa-se uma ligeira diminuição da aderência. 

Em razão dos resultados inéditos com Bacteroides não 
tratados e tratados (IC50) nos ensaios ele aderência sobre 
as células epiteliais (0,4/4,0), foi realizada a relação dose­
dependência de estreptomicina no incremento da aderên­
cia do mesmo (Fig. 3). Os resultados da dependência ela 
concentração de estreptomicina sobre a aderência de 
Bacteroides em células epiteliais demostraram que já em 
pequenas concentrações do antibiótico, abaixo dos pg/ml 
empregados na pesquisa preliminar, ocorreram influências 
positivas. 

Pesq. Vet. Bras. 16(2/3):53-57,abr./set. 1996 
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Fig 2. Resultado ele experimento ele aderência ele Bactero ides mela11 inogenic1.1s, prev iamente tratados com doses subinihitó rias 
ele estreptomicina, a cé lulas epiteliais ela mucosa el a gengiva maxilar lingual el e bovinos: (A) ausência ela aderência el e 
B. melaninogenicus não tratados com estreptomicina, e ( l3) níticl::i aderência el e B. 111e/ani11ogenic 11s 1rataclos com 
esrrcptomicina , às células ep iteliais. Ma rcação com isocian:Ho ele fluo resceína , obj. 100. 
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Fig. 3. Aumento ela aelerêrencia após aeli ç:io el e estreptomicina no 
meio el e cultura. Os valores são resu l1.aelos ele 6 repeti ções 
ielêntic 1s. 

DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram qu e ;i 

estrepto micina possui ::itiv iclacle influenciando positi va meme 
a aclerêrencia ele Bacteroicles pigmentados d e negro . p os-

Pesq. Ver. Br:1s. 16(2/.3) :53-57,:tbr./ser. 1996 

sive lmente este fenô m eno tenha re laç:io com ::i Cl. Obse r­
v:1-se um para le lo entre um aumento d o número el e 
i\clino mi ce tos p ro duto res el e estreptomi cina em so los re­
cé m-culti vaclos ele rloresla o u ce rrado v irgens e :1 pre­
v::i lênci:1 el a Cl. Nesu linha el e r:1c iocínio, os Bacleroides, 
sob a inrlu ênc ia el a es trepto mi ci na, te riam melho res condi­
ções el e aderirem a células ep iteliais cb mucosa oral. Em 
conjunto co m /1. pJ1oge11es Leriam então condições el e pro­
voc:1rem danos ti ssulares clireLos e indire tos na geng iva e 
no osso alveo l:1r. 

Nesse colllexto, po cl eri ~1 se r el e illleresse também a ocor­
rênc i:1 el e CI c m bezer ros com icl:tcle el e 2 a :3 meses, d es­
crita por Dõ bere in er eL :d. (1974, 1987, 1990), o nde o pos­
síve l " fato r cl ese nca cl eanLe" estaria também no le ite elas 
111{1cs . Ass im, vacas q ue não são mais susceptíve is ~1 Cl , po r 
te r com p letada :i cl emiç:lo, es tari am inge rindo estrepto mi­
c ina atr:1vés ela alimentação e eliminanclo -;1 pelo lei te . At ra­
vés ela ingestjo el e leite com endo estrep to mi cina e su:1 
in ll uência positi v:1 sobre a acl erênci :1 ele Bac/eroides, pocleri :1 
ent~i o oco rrer o clescncaclea m c nto ela p eri o cl o ntile ela CI 
nos bezerros . 
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