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RESuMO

Bastonetes anaerdbios produtores de pigmento negro, Fusobacterium
nucleatum, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens,
Tannerella forsythensis e Treponema denticola sao periodontopatégenos
putativos indigenas da cavidade oral, cuja freqliiéncia e proporcdo nos sitios
periodontais saudaveis e com doenga podem exibir diferengas regionais. O
objetivo deste estudo foi avaliar, por cultura microbiolégica e por PCR, a
ocorréncia destes microrganismos em sitios periodontais de 30 pacientes
com periodontite crénica, 30 com periodontite agressiva e de 30 individuos
com periodonto saudavel. Os espécimes foram colhidos com cones de papel
e transferidos para Ringer PRAS, sob fluxo de CO,. O material foi
homogeneizado, introduzido em camara anaerdbica e, apds realizacdao de
diluigOes seriadas até 10, cultivado em meios seletivos e incubado a 37°C
por até 15 dias. A identificacdo bacteriana baseou-se em caracteristicas
morfocoloniais, morfotintoriais e bioquimico-fisiolégicas. O restante do
espécime clinico foi centrifugado e o sedimento empregado para extracao
de DNA pelo método do fenol-cloroférmio. Primers especificos foram
utilizados para amplificagao de rDNA 16S por PCR. Os resultados obtidos
por cultura microbioldgica mostraram associacao entre P.
intermedia/nigrescens, F. nucleatum e F. varium e periodontite cronica e
entre P. intermedia/nigrescens e A. actinomycetemcomitans e periodontite
agressiva. Os resultados de PCR indicaram que P. intermedia, P. nigrescens,
Fusobacterium spp., T. forsythensis e T. denticola estavam estatisticamente
associados com as formas crbénica e agressiva de periodontite, enquanto E.
corrodens mostrou-se associada apenas a periodontite cronica. A PCR
demonstrou ser mais sensivel para a deteccdo da maioria dos
microrganismos investigados. As associagdes, antagbnicas ou sinergisticas,
observadas entre as amostras bacterianas isoladas dos pacientes com
periodontite agressiva diferem daquelas detectadas em pacientes com
periodontite cronica, o que reforca a importancia destas associacdes na

expressao das doencgas periodontais.



SUMMARY

Black-pigmented anaerobic rods, Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, Tannerella forsythensis and
Treponema denticola are putative periodontopathogens indigenous to the
oral cavity, which frequency and proportion in healthy and diseased
periodontal sites may exhibit regional differences. The purpose of this study
was to evaluate, by employing microbiological culture and PCR, the
presence of these microorganisms in periodontal sites of 30 patients with
chronic periodontitis, 30 patients with aggressive periodontitis and 30
subjects with healthy periodontium. The samples were collected with paper
points and transferred to Ringer PRAS solution, under CO; flux. The material
was homogenized, introduced into an anaerobic chamber and, following
serial 10-fold dilutions up to 10, it was cultured onto selective media and
incubated at 37°C for up to 15 days. Bacterial identification was based on
macroscopic, microscopic and biochemical-physiological characteristics.
Also, part of the clinical specimen was centrifuged and the sediment used
for DNA extraction by the phenol-chloroform method. Specific primers that
targeted the 16S rDNA were employed for PCR amplification. The results of
the microbiological culture have shown associations between P.
intermedia/nigrescens, F. nucleatum, F. varium and chronic periodontitis,
and between P. intermedia/nigrescens, A. actinomycetemcomitans and
aggressive periodontitis. The PCR results have indicated that P. intermedia,
P. nigrescens, Fusobacterium spp., T. forsythensis and T. denticola were
statistically associated to the chronic and the aggressive forms of
periodontitis, whereas E. corrodens was shown to be associated only to
chronic periodontitis. PCR has been shown to be more sensitive for the
detection of most of the investigated microorganisms. The antagonistic or
synergistic associations observed among the bacterial samples isolated from
patients with aggressive periodontitis, differ from those found in patients
with chronic periodontitis, which reinforces the importance of those

associations in periodontal disease expression.
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1INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A diversidade de organismos que compdem a microbiota indigena da
cavidade oral é amplamente reconhecida. Em 2001, ja haviam sido
identificadas mais de 500 espécies de bactérias, especialmente no biofilme
supra e subgengival. Atualmente, acredita-se que 700 espécies distintas
possam colonizar os diversos sitios da cavidade oral. Esses microrganismos
estdo, geralmente, em equilibrio com o hospedeiro, capaz de limitar o
crescimento microbiano por respostas imunoldgicas efetivas. O aumento
exacerbado de determinados periodontopatégenos presentes no sulco
gengival leva a ruptura deste equilibrio, podendo se instalar a doenca

periodontal.

As doencgas periodontais afetam individuos de diferentes faixas etarias,
niveis socio-econOmicos e regidoes geograficas, apresentando variagdes
guanto a gravidade, extensdao, microrganismos envolvidos e tempo de
evolucdo. Embora a placa bacteriana seja essencial para o estabelecimento
da doenga, a simples presenca do microrganismo parece nao ser suficiente
para o seu desenvolvimento, pois fatores relacionados ao hospedeiro
também exercem influéncia significativa na etiologia das doencas

periodontais.

A manifestacdo destas doencas pode, ainda, ser influenciada por fatores
genéticos, comportamentais e adquiridos, que comprometem, de maneira
significativa, a resposta do hospedeiro contra agentes microbianos
agressores, interferindo na idade em que a doenca se estabelece, no grau

de destruicdo tecidual e na resposta a terapia.

As doencas periodontais, desordens inflamatdrias cronicas comuns em
adultos, afetam os tecidos de suporte em resposta ao acumulo bacteriano
na superficie dental. Podem ser classificadas, dependendo dos tecidos que

acometem, em gengivite ou periodontite.

As gengivites caracterizam-se por reacgao inflamatdéria somente no tecido

gengival, sendo observado clinicamente alteracao na cor, forma, aspecto e
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posicdo deste tecido. Nas periodontites, ha destruicdo do tecido periodontal,
incluindo o ligamento e o osso alveolar, levando a formacdo de bolsa

periodontal.

Hoje, sabe-se que a composicao da placa associada a sitios com perda
progressiva de insercao difere, consideravelmente, daquela encontrada em
sitios periodontais saudaveis e que certas formas de doenca periodontal sdo

associadas a microrganismos especificos.

Entre os microrganismos que compdem a placa subgengival, algumas
espécies bacterianas sdo, atualmente, reconhecidas como patdégenos
periodontais  putativos. Entre elas, destacam-se: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Capnocytophaga ochracea,
Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Tannerella forsythensis e
Treponema denticola, sendo A. actinomycetemcomitans periodontopatégeno
reconhecido da periodontite agressiva e P. gingivalis da periodontite

cronica.

Atencao especial tem sido dada a participagdao de certos microrganismos
como marcadores de risco para o desenvolvimento das doencgas
periodontais. Entretanto, associacdes microbianas presentes nos sitios
subgengivais, mais do que espécies isoladas, podem ter relacao direta com

saulde ou doenca periodontal.

A cultura, método muito empregado no estudo de patdgenos periodontais
putativos, é utilizada como referéncia para a comparacdo com novas
metodologias. Com este procedimento, pode-se caracterizar a microbiota
periodontal, avaliar sua susceptibilidade a antimicrobianos, estudar fatores
de viruléncia especificos, entre outros. Entretanto, a diversidade microbiana
presente na bolsa periodontal pode ser subestimada quando se utiliza

apenas o método de cultivo.

Recentemente, técnicas de genética molecular tém sido empregadas para o

diagnéstico de doencas infecciosas e para distingdo de espécies
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filogeneticamente relacionadas. Entre elas, a reacao de polimerizacao em
cadeia (PCR) tem se mostrado método especifico e sensivel para a deteccdo
de microrganismos, inclusive de bactérias ainda ndo cultivaveis presentes

na placa dental.

A associacao entre determinados microrganismos e doenga periodontal nao
esta, ainda, completamente esclarecida. Em relacdo as doencas
periodontais, o processo de identificacdo do fator etiolégico € complexo
devido a certas peculiaridades observadas nestas infecgdes, como a
presenca de microbiota indigena mista, vivendo em uma comunidade
altamente organizada em um biofilme dental, a caracteristica
predominantemente anaerdbia desses microrganismos, que dificulta seu

cultivo e sua identificacdo, e a evolugao episddica da doenca.

Por mais de 20 anos, muitos estudos, principalmente analisando a placa
dental subgengival por cultura microbiolégica, tém tentado associar a
presenca de diferentes patdgenos putativos com status periodontal. Estes
estudos mostram que a prevaléncia destes patdgenos pode variar entre
individuos de diferentes regides geograficas, pois fatores ambientais, raciais

e étnicos podem interferir diretamente na distribuicdo dos mesmos.

Dada a escassez de dados microbiolégicos nacionais sobre a relagdao de
determinados periodontopatégenos putativos envolvidos nas gengivites e
periodontites, este trabalho pretende contribuir para o esclarecimento do
papel de A. actinomycetemcomitans, C. rectus, Micromonas micros, P.
gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, E. corrodens, F. nucleatum, T.
denticola e T. forsythensis na etiopatogenia da doenca periodontal, bem
como a relagdao entre o aumento desses microrganismos e o status

periodontal.

Este estudo estd inserido na linha de pesquisa “Bacteriologia de Anaerdbios
de Relevancia Clinica Humana e Veterinaria” em desenvolvimento no
Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerdbios do Departamento de
Microbiologia do ICB/UFMG.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbiota Oral

Bactérias habitam a cavidade oral de seres humanos e de outros animais
desde o nascimento. A colonizacdo da boca de criangas recém-nascidas
depende, em parte, dos microrganismos presentes no ambiente,
imediatamente apds o nascimento, e de fatores do hospedeiro, incluindo a
transferéncia passiva de imunidade materna e a resposta imune do

individuo (SOCRANSKY et al., 1998).

A diversidade de organismos que compdem a microbiota oral € amplamente
reconhecida; mais de 500 espécies microbianas ja foram identificadas nos
diversos sitios existentes na cavidade oral. Embora algumas destas espécies
possam ser transitérias, muitas sdao residentes, observadas de forma
estavel no biofilme dental ou nos tecidos circunvizinhos (MOORE e MOORE,
1994). Atualmente, com o avanco e o emprego de técnicas moleculares
para deteccdo de microrganismos, estima-se que cerca de 700 espécies

podem colonizar os sitios presentes na cavidade oral (PEREA, 2004).

A complexidade da microbiota da placa dental foi constatada desde o
primeiro exame ao microscopio optico, por Leeuwenhoek, em 1683. Desde
entdo, numerosos estudos tém avaliado a composicao da placa subgengival,
utilizando microscopia 6ptica e eletrénica, cultura e, mais recentemente,

técnicas imunoldgicas e de genética molecular (SOCRANSKY et al., 1998).

Em condicdoes de saude, ha um equilibrio dindmico entre as bactérias da
placa dental e o sistema de defesa do hospedeiro. Entretanto, em algumas
situacOes, esse equilibrio pode ser rompido por crescimento excessivo de
determinado grupo microbiano ou por diminuicdo das defesas do
hospedeiro, instalando-se a doenca periodontal (DARVEAU et al., 1997;

SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1999).

Apesar de permanecerem em regides tdao préximas ao ligamento

periodontal e ao tecido conjuntivo altamente vascularizado e de
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apresentarem, muitas vezes, importantes fatores de viruléncia, poucos
destes microrganismos causam alteragcdes em individuos saudaveis
(DARVEAU et al., 1997). Apenas algumas bactérias que compdoem a placa
subgengival sao consideradas periodontopatdégenos; sua presenca, por si
sO, ndo causa dano aos tecidos, o que demonstra que os patdgenos sdo
necessarios, mas nao sao suficientes para que a doencga ocorra (SOCRANSKY
e HAFFAJEE, 1999).

2.2 Doenca Periodontal

Doencas periodontais, usualmente infecgdes bacterianas mistas de natureza
enddgena, acometem o periodonto e sdo caracterizadas pela formacao de
bolsa periodontal, migracao do epitélio juncional e destruicdo dos tecidos
conjuntivo e d¢sseo. Sao amplamente distribuidas no mundo e,
provavelmente, as infeccdes bacterianas crénicas mais comuns em adultos,
evoluindo, em algumas situagdes, com perda do elemento dental (GRENIER e
MAYRAND, 2000).

As doencgas periodontais sao comumente classificadas em gengivite, que
afeta somente o tecido gengival, e periodontite, que acomete o tecido
periodontal de suporte, incluindo o ligamento periodontal e o osso alveolar

(GRENIER € MAYRAND, 2000).

A gengivite € uma reacado inflamatdria inespecifica da gengiva em resposta
ao acumulo de placa bacteriana proximo a margem gengival, sendo
caracterizada clinicamente por vermelhiddo, tumefacdo e tendéncia
aumentada ao sangramento dos tecidos a sondagem. A expressao clinica da
gengivite pode ser substancialmente modificada por fatores sistémicos,
como alteracdes do sistema enddcrino e subnutricdo, e medicamentos
(KINANE e LINDHE, 1999).

Na periodontite, ha alteracdo quantitativa de certas espécies bacterianas,

principalmente Gram negativas, associadas a formacao de bolsa
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periodontal. A progressao da periodontite ocorre, usualmente, de forma
episodica, com fases de atividade e inatividade de destruicdo tecidual,
caracteristica que reflete alteracbes da microbiota e da resposta imune
(GRENIER e MAYRAND, 2000). Fatores do hospedeiro, como disfuncdao de
neutrofilos e situacdes em que ocorre resposta imunolégica deficiente, como
na sindrome da imunodeficiéncia adquirida, no diabetes, no estresse, em
algumas doencas que cursam com alteracdes hormonais e na presenca de
certos habitos, como tabagismo, podem, também, contribuir para a
destruicdo dos tecidos periodontais (EDWARDSSON et al., 1999).

A classificacao das doencas periodontais baseada no paradigma
infeccao/resposta do hospedeiro foi proposta, em 1989, no World Workshop
in Clinical Periodontics, e aceita no 1t European Worshop in Periodontology,
em 1993. Cinco tipos de periodontites destrutivas foram incluidas nesta
classificacdo: periodontite do adulto; periodontite de inicio precoce, que
compreendia as formas pré-puberal, juvenil e de progressdao rapida;
periodontite associada a doencas sistémicas; periodontite ulcerativa
necrosante e periodontite refrataria (RANNEY, 1993).

No World Workshop in Clinical Periodontics, em 1996, foi sugerida a
necessidade de revisao da classificacao das doencgas periodontais, ainda que
a classificacdo proposta em 1993 fosse aceita mundialmente. Esta sugestao
baseava-se no fato de que as classificagcbes anteriores apresentavam
numerosas falhas, como sobreposicao de categorias (periodontite associada
a doencas sistémicas e periodontite pré-puberal), inexisténcia de
classificacdo para as doencgas gengivais, énfase inadequada para o fator
idade como determinante do inicio e progressdao das periodontopatias e
dificuldades para se enquadrar alguns pacientes nas categorias existentes
(ARMITAGE, 1999).

Assim, uma nova classificagdao das doencas periodontais foi proposta pela
American Academy of Periodontology em 1999. As doencas gengivais foram
incluidas nesta nova proposta e as periodontites pré-puberal, refrataria e de
progressao rapida foram eliminadas como entidades clinicas independentes.

O critério de idade, relacionado a progressdao de doenca, foi abolido como
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base para classificagao das periodontites. Assim, as doencas periodontais
foram divididas em doencgas gengivais (induzidas por placa dental ou nao),
periodontite  crbnica, periodontite agressiva, periodontite como
manifestacdo de doencas sistémicas, doencas periodontais necrosantes,
abscesso periodontal, periodontite associada a lesGes endodoOnticas e

deformidades ou condigOes desenvolvidas ou adquiridas (ARMITAGE, 1999).

Periodontite crénica € uma doencga infecciosa que resulta na inflamacao do
periodonto de suporte, perda dos tecidos de insercdo e reabsorcao Ossea,
gque acomete principalmente o adulto, podendo acometer, também,
individuos jovens. A destruicdo tecidual é condizente com a quantidade de
placa na margem gengival e calculo estd comumente presente. Geralmente,
a doenca progride de forma lenta, podendo apresentar surtos de atividade.
A avaliacdao da gravidade da doenca baseia-se na medida de perda de
insercao e pode ser designada como leve (1-2 mm), moderada (3-4 mm) e
grave (> 5 mm) (WIEBE e PUTNINS, 2000). O desenvolvimento da forma
crbnica de periodontite pode ser modificado por fatores locais, doencas
sistémicas e fatores extrinsecos, como o tabagismo (ARMITAGE, 1999; WIEBE
e PUTNINS, 2000). Pode ser classificada como generalizada, se acomete mais
de 30% dos sitios subgengivais, ou localizada, se esta restrita a menos de
30% dos sitios; entretanto, as duas formas parecem apresentar a mesma
etiologia e patogénese (ARMITAGE, 2004). P. gingivalis € uma das espécies
bacterianas que parece desempenhar papel importante nesta manifestacao
periodontal, sendo considerada, por muitos autores, como patdgeno
relevante (SOCRANSKY et al., 1988; HoOLT et al., 1999; SLOTS e TING, 1999;
KAWADA et al., 2004).

Periodontite agressiva é caracterizada por perda rdpida de insercdao e de
0sso alveolar e por ocorréncia familiar freqiente. E uma doenca infecciosa
rara, freqlentemente grave, com progressdo rapida, que afeta
principalmente pacientes jovens. O acumulo de depdsitos microbianos nao é
fator essencial, porém a presenca de microrganismos especificos, como A.
actinomycetemcomitans, parece desempenhar papel importante no

desenvolvimento da doenca. Alteracdes em células fagocitarias, resposta
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deficiente de anticorpos aos agentes agressores e aumento da produgao de
prostaglandina E; e interleucina 1B podem também ser observados
(ARMITAGE, 1999; WIEBE e PUTNINS, 2000).

Manifestacdes em sitios especificos, como molares e incisivos, caracterizam
a periodontite agressiva localizada, enquanto o acometimento generalizado
ocorre quando ha perda de insercao interproximal em pelo menos trés
dentes permanentes, além dos primeiros molares e incisivos (TONETTI e
MOMBELLI, 1999).

Parecem existir discrepancias significativas na incidéncia de periodontite em
populacdes jovens, adultas e idosas de diferentes regides geograficas.
Individuos africanos apresentam maior prevaléncia de periodontite,
seguidos pelos hispanicos e asiaticos. A relacao entre status periodontal e
caracteristicas sécio-econ6micas também pode ser observada, sendo a
doenga mais grave em populagdes mais pobres, sem acesso a tratamento
periodontal adequado. A susceptibilidade a doenca periodontal nestas
populacdes parece, ainda, ser agravada pela presenca de fatores de risco
bioldgicos que aumentam a predisposicdo a doenca (ALBANDAR e RAMS,
2002).

Pesquisas tém demonstrado que as doengas periodontais sdao prevalentes
na populacao adulta nos Estados Unidos. Cerca de 35% dos individuos
adultos dentados, acima de 30 anos, apresenta periodontite crénica, sendo
3,1% deles portadores de doenca de grau avancado, 9,5% de grau
moderado e 21,8% de grau leve (ALBANDAR, 2002). Os achados de Locker et
al. (1998) sugerem que, no Canada, haja diferencas na prevaléncia e na
gravidade das doencas periodontais em certas subpopulagdes, como
imigrantes recentes e de baixo nivel sécio-econdmico. Exames clinicos
realizados na populacao canadense adulta com idade entre 35 e 44 anos
mostraram ocorréncia de bolsas periodontais com profundidade maior do
que 4 mm em 45,6% da populacao e maior do que 6 mm em 8,5% dos

individuos estudados (ALBANDAR, 2002).
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Os estudos epidemioldgicos para avaliagcdo da prevaléncia de doenca
periodontal na Africa mostram que individuos com periodonto saudavel sao
raramente encontrados, enquanto que a ocorréncia de bolsas periodontais
com profundidade entre 3,5 mm e 5,5 mm é observada freqientemente na
populacdo, atingindo taxas de até 95% do grupo estudado, dependendo da
idade dos individuos. Os dados demonstram que a populacao africana
apresenta condicdo precaria de higiene oral, com grande depdsito de
calculo, alta prevaléncia de gengivite e de bolsas periodontais rasas (BAELUM
e SCHEUTZ, 2002).

Miyazaki et al. (1991a) relataram que bolsas periodontais mais profundas
gue 6 mm sao raramente detectadas em pacientes adolescentes europeus
e, quando presentes, afetam menos de dois dentes por sextante. Em
adultos, bolsas periodontais maiores que 6 mm sao encontradas em 2 a
40% da populagao (MivAzaki et al., 1991b). A proporgao de bolsas
periodontais rasas (3,5 mm a 5,5 mm) em europeus com idade entre 35 e
44 anos, varia entre 13 e 54%; no leste europeu, a média fica préxima de
45% e, no oeste, é de cerca de 36%, dados semelhantes aos encontrados
nos paises desenvolvidos fora deste continente. Na Europa, a doenca
periodontal avancada afeta uma porcentagem relativamente pequena da
populagao, sendo mais comum em pacientes idosos. O perfil de progressao
da doenca parece ser compativel com a permanéncia de denticao funcional

por um periodo maior na maioria dos individuos (SHEIHAM e NETUVELI, 2002).

Alguns estudos sugerem que os asiaticos apresentam condicOes
periodontais menos favoraveis que os caucasianos (BOOTH e ASHLEY, 1989;
ANERUD et al., 1991). Entretanto, este fato atualmente tem sido contestado
(CORBERT et al., 2002). Avaliando as condicdes periodontais de criancas
descendentes de asiaticos que moravam na Suécia, Matsson et al. (1997)
observaram que elas apresentavam grande numero de sitios com placa e
sangramento a sondagem, enquanto que as criangas suecas apresentavam
mais evidéncias radiograficas de reabsorcao dssea na dentigdo primaria.
Com estes dados, os autores sugeriram que o controle de placa, mais do

gue caracteristicas étnicas, poderia explicar as diferencas na experiéncia de
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doencga periodontal. Entretanto, outros estudos relatam que a populacao
asiatica apresentaria grande incidéncia de doenca devido a maior
predisposicdo a colonizacdo por patdgenos periodontais (UMEDA et al.,
1998).

Estudos realizados no Brasil avaliaram a ocorréncia de gengivite em
criancas de nivel sdcio-econdmico alto e baixo e demonstraram que a
prevaléncia da doenga foi alta nas duas populagbes, ressaltando a
universalidade desta condicdo. Em relacdo a periodontite do adulto, os
estudos epidemiolégicos mostram uma taxa de ocorréncia que varia de 4 a
19% dos individuos afetados pela forma avancada da doenca (GJERMO et al.,
2002).

Gjermo et al. (1984) avaliaram a prevaléncia de perda oOssea em
adolescentes brasileiros pertencentes a classe social mais baixa. Os
resultados mostraram que 28% dos individuos apresentavam um ou mais
sitios com destruicdo éssea e que 2,6% deles tinham periodontite juvenil.
Albandar et al. (1991), estudando um grupo de criangas com 13 anos de
idade na cidade de Sao Paulo, diagnosticaram doenca periodontal em 1,3%
dos individuos. Tinoco et al. (1997) avaliaram a prevaléncia de periodontite
juvenil localizada em individuos de Belo Horizonte, Rio de Janeiro e
Votorantin. Os autores observaram que esta forma da doenga estava
presente em 0,3% da populagdo estudada e que a taxa de variagao entre as
cidades erade 0,1 a 1,1%.

Diversos fatores dificultamm a comparacao de resultados de diferentes
estudos epidemioldgicos das doencas periodontais. Entre eles, podem ser
citados a falta de uniformidade no que se refere a classificacdo da doencga,
aos critérios para o diagndstico da doenca, a utilizacdo de diferentes
métodos de analise e a representatividade da amostra estudada (ALBANDAR
e TINOCO, 2002).
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2.3 ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DAS DOENCAS PERIODONTAIS

Os microrganismos presentes na cavidade oral desempenham papel
primdrio na iniciacdo e na progressao das diferentes formas de doenca
periodontal. Devido a multiplicidade de fatores que controlam a constituicao
desta microbiota, a composicdo do biofiime periodontal é bastante
heterogénea. Apesar das diferencas individuais e das interacdes complexas
entre microrganismos e hospedeiro, tem sido demonstrada associagao entre
determinadas espécies microbianas e diferentes manifestacdes de doenca

periodontal (LISTGARTEN, 1992).

A maioria das doencas periodontais é causada por bactérias presentes no
biofilme dental (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1990, 1992). A natureza infecciosa
destas entidades clinicas pode ser comprovada por estudos que
correlacionam gengivite e periodontite com acimulo de placa dental, que
comprovam que a eliminagao de certos microrganismos do biofilme pode se
relacionar a melhora clinica e por investigacbes que demonstram a
viruléncia dos microrganismos envolvidos na génese da doenca. Apesar da
natureza infecciosa da doenca periodontal ser amplamente aceita, a
importancia real de certas espécies bacterianas na promogao de alteracdes
periodontais ndo esta, ainda, bem estabelecida (ZAMBON, 1996; NISHIHARA €
Koseki1, 2004).

Muito se discute a respeito dos principais patdgenos associados as diversas
formas de doencas periodontais, especialmente, devido as dificuldades de
isolamento, cultivo e identificagdgo dos microrganismos possivelmente
envolvidos no processo, as caracteristicas préprias da doenca, que evolui de
forma episddica, com surtos de atividade, a presenca de grande variedade
de bactérias oportunistas na cavidade oral, particularmente na bolsa
periodontal, e a dificuldade de se identificar o papel de uma Unica espécie

em infeccoes de carater polimicrobiano (ZAMBON, 1996).

O conceito de placa nao especifica, apoiado pelos estudos de gengivite

experimental, proposto por Loe et al. (1965), sugeria que o acumulo de
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placa bacteriana, com seus produtos téxicos, estaria associado ao
surgimento da doenca periodontal. Porém, essa hipdtese nao explicava a
destruicdo associada a presenca dos microrganismos em alguns sitios
especificos e a auséncia de correlacdao entre o acumulo de placa e a
gravidade da doenca periodontal observada em alguns pacientes (LOESCHE,
1976).

Tendo por base a especificidade da placa bacteriana, com algumas
modificagdes nos postulados de Koch, varios critérios para avaliar a
associacdo de microrganismos especificos com a etiologia da doenca
periodontal tém sido propostos. Para ser reconhecido como patdégeno, um
microrganismo deve estar presente em grande numero na lesao e sua
eliminagdo deve estar associada a melhora clinica, deve ser detectada
resposta imune especifica do hospedeiro, os agentes etioldgicos putativos
devem apresentar fatores de viruléncia que se relacionem a doenca e a
destruicdo do tecido deve ser reproduzida em animais na presenga do

patdgeno putativo (SOCRANSKY, 1977).

Com o avancgo das técnicas de isolamento de microrganismos em condicOes
de anaerobiose, pode-se perceber que a placa dental de sitios periodontais
com lesOes era qualitativamente distinta daquela presente em sitios sadios
(LOESCHE, 1976; DzINK et al., 1988). Assim, enquanto a inflamagao gengival
esta associada ao acumulo inespecifico de placa dental bacteriana, a perda
de tecido conjuntivo de insercdo e de osso alveolar, caracteristica da
periodontite, esta relacionada a agao de certas espécies bacterianas (SLOTS,

1979; SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1992; ZAMBON, 1996).

Em sua maioria, os patdgenos periodontais sdo membros da microbiota
indigena presentes em baixos niveis em sitios saudaveis, mas que
aumentam em numero durante o desenvolvimento da doenga,
comportando-se como patdgenos oportunistas. Fatores de viruléncia
identificados em alguns destes microrganismos apdiam a hipdtese de que os
mesmos desempenham papel na etiopatogénese das doengas periodontais.
Entre eles, podem ser citados a producdo de enzimas proteoliticas, que

destroem colageno, imunoglobulinas e sistema do complemento, a liberacdo
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de leucotoxinas, que inibem a funcdo de neutréfilos, e a endotoxina,
presente na parede celular de patdgenos periodontais Gram negativos, que
estimula a resposta imunoldgica, induzindo reabsorgao dssea, liberacao de

prostaglandinas e de outras citocinas (GENCO e Loos, 1991).

Embora centenas de espécies colonizem a cavidade oral, apenas algumas
bactérias sao reconhecidas como periodontopatégenos. Entre elas,
destacam-se A. actinomycetemcomitans, C. rectus (anteriormente
denominado Wolinella recta), F. nucleatum, P. gingivalis, P. intermedia, P.
nigrescens, T. forsythensis (anteriormente denominada Bacteroides
forsythus) e Treponema spp. Existem evidéncias de que outros grupos
microbianos sao importantes na etiologia das doencas periodontais, como
bacilos entéricos, E. corrodens, leveduras, Pseudomonas spp., Selenomonas

spp. e Staphylococcus spp. (ZAMBON, 1996).

A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis, segundo Chen e Slots (1999),

sao consideradas as principais bactérias envolvidas na periodontite.

A. actinomycetemcomitans € um cocobacilo Gram negativo, anaerdbio
facultativo e capnofilico. E, atualmente, considerado o principal patégeno
associado a periodontite que acomete pacientes jovens (SLOTS et al., 1980;
BAEHNI et al., 1981; ZAMBON et al., 1983; SLOTS e TING, 1999; GRENIER e
MAYRAND, 2000). Esta espécie bacteriana tem sido relacionada ao aumento
do risco de perda dssea e, devido a forte associacdo com periodontite
juvenil localizada, tem sido aceita como marcador para monitoramento do
curso da doenca (TINOCO, 1998). Embora A. actinomycetemcomitans nem
sempre seja considerado membro da microbiota indigena periodontal,
varios estudos relatam a presenca desta bactéria em sulcos gengivais de
individuos sem manifestacbes de doenca (TAICHMAN et al., 1984; PREUS et
al., 1994; SLoTs e TING, 1999; HENDERSON et al., 2003).

Diversos fatores de viruléncia tém sido identificados e relacionados ao
potencial agressor de A. actinomycetemcomitans, entre eles liberacao de
uma leucotoxina potente capaz de alterar células do sistema imunoldgico

(BAEHNI et al., 1979), habilidade de aderir as estruturas dentais e de invadir
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tecidos periodontais (SAGLIE et al., 1988), presenca de endotoxina, fator
importante na inducao de resposta imune, e outros fatores, como producao
de substancias tipo bacteriocina, de inibidores da quimiotaxia para
neutrdéfilos, de fatores imunossupressores e citotéxicos, de inibidores de
fibroblastos e de colagenase (STEVENS et al., 1987; WILSON e HENDERSON,
1995; ZAMBON et al., 1996).

Embora A. actinomycetemcomitans possa induzir resposta imune local e
sistémica, alguns estudos tém demonstrado que outras bactérias, como P.
gingivalis e P. intermedia, também podem ser responsaveis por resposta
semelhante em pacientes com periodontite juvenil localizada (ToLo e
SCHENCK, 1985).

Também existem evidéncias da relevancia de certas espécies de bactérias
produtoras de pigmento negro na patogénese da periodontite que acomete
individuos adultos. Este grupo microbiano, que compreende espécies dos
géneros Porphyromonas e Prevotella, é constituido por cocobacilos Gram
negativos anaerdbios obrigatérios geralmente associados a infecgdes orais
(FINEGOLD et al., 1993; ZAMBON, 1996).

P. gingivalis é pouco freqiente ou é recuperada em numeros muito baixos
de individuos adultos com tecido periodontal sem alteracao, mas ocorre em
40 a 100% dos pacientes adultos com periodontite. Representa uma
proporcao consideravel da microbiota subgengival de bolsas periodontais
profundas e, associada a outros microrganismos com potencial patogénico,
€ considerada patdégeno importante na génese da periodontite que acomete
individuos adultos (HOLT et al., 1999). Libera uma série de proteinas e
produtos do metabolismo que atuam, diretamente, em células do
hospedeiro, possibilitando, assim, evadir das defesas imunoldgicas. A
capsula exibida pelo microrganismo tem sido considerada fator de viruléncia
importante. Esta espécie pode também desempenhar papel relevante na
formacdo e manutencdo do biofilme periodontal pela interagdao com outras
espécies bacterianas, como Actinomyces viscosus. Outra caracteristica de P.
gingivalis é a capacidade de invadir o tecido conjuntivo, habilidade

relacionada a producdo de proteases, entre elas colagenases e outras
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toxinas, que promovem a destruicao tecidual (SANDROS et al., 1994; HOLT et
al., 1999).

As espécies produtoras de pigmento negro do género Prevotella sao
isoladas da cavidade oral de individuos sem alteracbes periodontais. P.
intermedia é uma espécie bacteriana freqlientemente associada ao
desenvolvimento de doencas periodontais, como gengivite Ulcero
necrosante aguda (GUNA), periodontite do adulto (JOUSIMIES-SOMER, 1995),
gengivite gravidica e lesOes periodontais associadas a infeccao por HIV
(MAEDA et al., 1998).

Tem sido sugerido que P. intermedia apresenta heterogeneidade
bioquimica, sorolégica e genética. Em decorréncia disto, Shah e Gharbia
(1992) sugeriram que a espécie fosse reclassificada em P. intermedia e P.
nigrescens. Com base nesta mudanca taxon6mica, alguns investigadores
avaliaram a incidéncia destas espécies em sitios periodontais saudaveis e
com doenca. Gharbia et al. (1994) relataram que P. intermedia esta
relacionada a doenca periodontal e P. nigrescens ¢é isolada, mais
freqlientemente, de sitios gengivais saudaveis e de pacientes com infeccdes
endodonticas. Teanpaisan et al. (1995) estimaram que tanto P. intermedia
como P. nigrescens poderiam ser encontradas em sitios doentes ou
saudaveis. Em contraste, Mattd et al. (1996) sugeriram que P. intermedia
poderia estar associada a doenca periodontal, pois, em seus estudos, esta

espécie nao foi recuperada de periodonto saudavel.

Varios fatores de viruléncia produzidos pelo género Prevotella,
especialmente P. intermedia/nigrescens tém sido demonstrados,
encontrando-se associados a colonizagdo, invasao e destruicdo tecidual.
Componentes da superficie celular poderiam relacionar-se a destruicdo do
tecido periodontal ou a aderéncia a células epiteliais. Proteases também ja
foram sugeridas como possiveis fatores patogénicos do grupo bacteriano
(SHIBATA et al., 1993).

E. corrodens é uma bactéria Gram negativa anaerdbia facultativa

freqientemente isolada da cavidade oral de seres humanos. Apresenta



32

varios fatores de viruléncia como endotoxina, proteinas de membrana
externa, adesinas e camada exopolissacaridica que impede a acao
fagocitaria por células do sistema imune. Tem sido sugerida como patdégeno
na periodontite do adulto e pode estar associada a periodontite juvenil.
Também é encontrada na placa subgengival de individuos sem
manifestacdes de doenca periodontal (CHEN e WILSON, 1992). Savitt e
Socransky (1984) observaram que E. corrodens estava presente em,
aproximadamente, 10% dos espécimes de placa subgengival de sitios sem
sinais de doenca. Esses dados foram confirmados por Chen e Wilson (1992),
que consideraram o microrganismo membro da microbiota oral indigena,
sendo sua ocorréncia na placa subgengival compativel com periodonto
saudavel. De acordo com os autores, a bactéria pode desempenhar papel
importante em certas formas clinicas de periodontite. Estudos
desenvolvidos por Tanner et al. (1979) mostraram, entretanto, evidéncias

limitadas de associacao entre E. corrodens e doenga periodontal.

Fusobacterium é um género constituido por bacilos Gram negativos
pleomdrficos anaerdbios obrigatérios. Sao isolados, freqlientemente, do
sulco gengival de seres humanos (HOLT et al., 1994). Uma das espécies
mais importantes do género, F. nucleatum, tem sido correlacionada a
doenca periodontal (SLOTS e RAMS, 1990; HAFFAJEE e SOCRANSKY, 1994). Esta
espécie bacteriana é capaz de causar dano aos tecidos periodontais e
induzir resposta imunoldgica especifica (SCHENKEIN et al., 1993). Possui
endotoxina como fator de viruléncia, que estimula resposta inflamatoria,
além de atuar diretamente no processo destrutivo do periodonto (KAUR e
FALKER, 1992). Loesche (1992) relatou que a viruléncia de F. nucleatum
também estd relacionada a capacidade de producdo de enzimas como
DNase e proteases. Embora F. nucleatum seja potencialmente patogénico,
seu papel na etiopatogenia das doencgas periodontais ainda é discutivel
(LOESCHE, 1992; SHELBURNE et al., 1993). Segundo Haffajee e Socransky
(1994), a associacdo do microrganismo com outras espécies bacterianas,
como T. forsythensis e P. gingivalis, é fator determinante na transicao entre

salde e doenca. De acordo com os autores, F. nucleatum é um patdgeno
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putativo, podendo estar envolvido na alteracdo dos niveis de insercao

epitelial na lesdo periodontal.

Espiroquetas, microrganismos Gram negativos, anaerdbios, moveis e
helicoidais, estdo presentes em bolsas periodontais. Varios estudos tém
demonstrado que algumas espécies que fazem parte da microbiota oral,
como T. denticola, sao importantes na patogénese de uma variedade de
doencas orais como as gengivites, incluindo a gengivite Ulcero-necrosante e
todas as formas de periodontite (MOORE et al., 1985; MOORE et al., 1991;
RIVIERE et al., 1995; SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1999). Devido a capacidade de
invadir os tecidos conjuntivo e epitelial intactos, Dewhirst et al. (2000)
sugeriram que espiroquetas poderiam desempenhar papel importante nas
doencas infecciosas da cavidade oral. Simonson et al. (1988) observaram
gue o numero de espiroquetas na placa subgengival, especialmente T.
denticola, aumenta com o agravamento da doenca periodontal. Por esta
razao, os autores relacionaram a espécie bacteriana com as formas
agressivas da doenca. Mombelli et al. (1994) sugeriram que esta
espiroqueta também estd envolvida em quadros clinicos que ndao respondem
bem ao tratamento periodontal. Embora varios morfotipos de espiroquetas
possam ser observados em microscopia de campo escuro, a maioria destes
microrganismos ndo é cultivavel. Entre as espécies orais cultivaveis de
Treponema, T. denticola tem sido freqlientemente associada a periodontite
cronica. Entretanto, acredita-se que uma grande diversidade de
espiroquetas pode estar presente na placa subgengival e desempenhar
papel importante na patogénese das doencas periodontais (DEWHIRST et al.,
2000). Moter et al. (1998) relataram que, para se reconhecer o papel
etiolégico dos treponemas orais, métodos, especialmente genéticos,
deveriam ser empregados para deteccdo dos organismos, tanto daqueles
cultivaveis como daqueles que ainda nao foram isolados em meios de

cultura artificiais.

T. forsythensis € um bastonete Gram negativo anaerdbio obrigatério, de
isolamento dificil, muito freqliente em bolsas periodontais (YANO-HIGUCHI et

al., 2000). Foi descrito por Tanner et al. (1979), que propuseram a
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denominagao B. forsythus. Em 1994, Paster et al., analisando a o gene que
codifica o RNA ribossémico 16S (rDNA 16S) do microrganismo, sugeriram
que a espécie ndo deveria ser incluida no género Bacteroides. Em 2002,
Sakamoto et al. propuseram a reclassificacdo do microrganismo como T.
forsythensis. Como P. gingivalis e T. denticola, T. forsythensis produz
enzimas, como tripsina, que podem ser importantes na patogénese das
doencas periodontais (ISHIHARA et al., 1992). Segundo Alpagot et al. (1996)
e Machtei et al. (1997), a progressao da doenca periodontal em adultos
pode estar associada a niveis elevados de P. gingivalis e T. forsythensis,
espécies consideradas indicadores de risco de desenvolvimento da doenca e
associadas a quadros clinicos que ndo respondem bem ao tratamento
periodontal. De acordo com Socransky et al. (1998), T. forsythensis esta
associada a bolsas periodontais com profundidade intermediaria e a sitios

com lesdo inicial.

Contrariando dados disponiveis na literatura, Conrads et al. (1996),
empregando PCR, nao detectaram a presenca de A. actinomycetemcomitans
e P. gingivalis em sitios saudaveis, concluindo, assim, que esses patdégenos

periodontais podem nao ser componentes da microbiota indigena.

Entretanto, para Riviere et al. (1996), a colonizagao de sulcos gengivais por
patdgenos periodontais putativos Gram negativos nao se relaciona
exclusivamente a presenca de inflamagdo gengival. Segundo Ximénez-Fyvie
et al. (2000), em amostras de placa supra e subgengival de individuos com
periodonto saudavel, microrganismos patogénicos como A.
actinomycetemcomitans, T. forsythensis, C. rectus e P. intermedia podem
estar presentes, embora em proporgdes menores que em bolsas

periodontais.

Murro et al. (1997) observaram ocorréncia freqliente de patdgenos
periodontais, como P. gingivalis, em sitios saudaveis. Entretanto, os autores
relataram que linhagens pertencentes a espécie bacteriana apresentavam
fatores de viruléncia diferentes, possibilitando sua permanéncia naqueles

individuos sem induzir manifestacdes clinicas de doenca.
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Tanner e Bouldin (1989) analisaram a microbiota predominante em sitios
inativos e em lesdes periodontais iniciais em adultos. Segundo os autores,
as espécies predominantes isoladas de sitios ativos incluiam T. forsythensis
e C. rectus. Tanner et al. (1998) e Haffajee et al. (1998) encontraram
numero elevado de Selenomonas noxia, T. forsythensis e C. rectus em sitios
com periodontite, sugerindo o papel iniciador dessas espécies bacterianas

nas lesdes periodontais.

Fatores raciais e ambientais podem influenciar a alta prevaléncia de P.
gingivalis, T. forsythensis e T. denticola. Apesar das investigacdes atuais
indicarem forte associacdo entre estas bactérias e a forma crbnica de
periodontite, os dados apresentados nao podem ser considerados como
indicadores de que estas espécies sao as Unicas envolvidas na
etiopatogénese desta forma de doenca periodontal. Individuos com
periodontite do adulto podem apresentar auséncia ou numero muito baixo
destas espécies ou, ainda, outros microrganismos fortemente associados ao
dano tecidual (SLoTs et al., 1990).

Atencao especial tem sido dada a participagao possivel de certas espécies
bacterianas como marcadores de risco para as doencas periodontais
destrutivas. Entretanto, associagdes microbianas podem estar presentes nos
sitios subgengivais, propiciando um espectro de relagdes com o hospedeiro
que variam de nocivas a benéficas. Segundo Socransky et al. (1998), a
presenca de dois periodontopatégenos em um mesmo sitio pode nao ter
efeito nocivo, pois o potencial de patogenicidade dos mesmos pode estar
diminuido nesta associacdo. Por outro lado, a habilidade de produzir doenca
pode ser acentuada, dependendo das interagdes entre os microrganismos.
De acordo com os autores, é possivel que complexos microbianos
representem infeccbes mistas classicas. Por exemplo, F. nucleatum
proporciona crescimento ideal de T. forsythensis e a possivel combinacao
com C. rectus pode ser necessaria para induzir a doenca. Outra
possibilidade é que estes complexos representem combinacdes de espécies

gue sdo individualmente patogénicas, porém, em conjunto, tenham sua



36

patogenicidade aumentada, representando risco adicional para os tecidos

periodontais.

Associacao positiva entre A. actinomycetemcomitans e T. forsythensis foi
observada por Ashimoto et al. (1996), numa avaliagdo que envolveu 150
pacientes com diagnostico de gengivite e de periodontite avancada. Estes
autores afirmaram que associacdo positiva entre microrganismos pode
indicar a existéncia de simbiose na bolsa periodontal. Um patdégeno pode
colonizar mais rapidamente sitios subgengivais ja ocupados por outras
bactérias devido a inflamacao do tecido ou a fatores de crescimento
produzidos por outros microrganismos. Porém, os autores ponderaram que
algumas bactérias podem ser detectadas simultaneamente em lesdes
periodontais apenas porque ambas induzem destruicao periodontal, sem

gue haja interagao direta entre elas.

Rams et al. (1997) avaliaram 1255 pacientes adultos com periodontite
avancada, com idade variando de 23 a 96 anos. O objetivo do estudo foi
investigar a presenca de associagbes microbianas, positivas ou negativas,
em sitios com doenca periodontal. P. intermedia/nigrescens e
Fusobacterium sp., T. forsythensis e Fusobacterium sp. e Micromonas
micros (anteriormente Peptostreptococcus micros) e Mitsuokella dentalis
apresentaram associacdao fortemente positiva em bolsas periodontais
profundas. Foi observada associagao negativa entre A.
actinomycetemcomitans e Fusobacterium sp.; os autores concluiram que
Fusobacterium estd associado com o desenvolvimento de inflamacgdo
gengival e, quando emerge como membro predominante da microbiota
subgengival, pode apresentar habilidade de inibir A.

actinomycetemcomitans.

Socransky et al. (1998) descreveram a presenca de cinco complexos
microbianos na placa subgengival de 185 individuos adultos. Um dos
complexos, denominado complexo vermelho, composto pelas espécies T.
forsythensis, P. gingivalis e T. denticola, estava fortemente associado ao
aumento de profundidade da bolsa e ao sangramento a sondagem. Outro

complexo, o laranja, constituido por espécies dos géneros Fusobacterium,
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Prevotella, Campylobacter, Streptococcus e Eubacterium, parece preceder a
colonizagdo pelo complexo vermelho e, conseqlientemente, tem papel
importante na patogénese da infeccao periodontal. A maior parte das
espécies do grupo laranja é considerada patégeno periodontal putativo. Os
outros trés complexos, o amarelo, o verde e o roxo, exibem forte
associagdo entre si e associacao fraca com os outros dois complexos e sdao
compostos, em sua maioria, por espécies consideradas benéficas como as

dos géneros Streptococcus, Actinomyces e Capnocytophaga.

Existem muitas evidéncias de que as propriedades bioquimico-fisioldgicas e
a patogenicidade da microbiota oral sao amplamente influenciadas pelo
meio ambiente. Porém, a andlise da interacdo entre microrganismo e
ambiente é dificultada pelo fato de que as doencas periodontais sdo
infeccbes mistas, de carater sinergistico, ocorrendo em um sistema
dinamico, onde as barreiras do hospedeiro e as relacdes interbacterianas
sao de importancia fundamental (CUTLER et al., 1995; GRENIER € MAYRAND,
1995, 2000).

A avaliacdo microbiolégica da placa subgengival de individuos com tecidos
periodontais saudaveis ou com diferentes alteracdes tem proporcionado a
indicacdo de espécies cuja presenca, muitas vezes, € compativel com a
estabilidade dos niveis de insercao; por outro lado, reforca também o papel
de certas espécies na patogénese da doenca periodontal. Além disso,
estudos que visam avaliar a composicao da microbiota supra e subgengival
de individuos saudaveis podem auxiliar na prevencdo e no tratamento dos

individuos com infecgdes periodontais (HAFFAJEE et al., 1998).

2.4 METODOS DE ESTUDO DE PATOGENOS PERIODONTAIS

Como mencionado, varios estudos tém revelado a existéncia de forte
associacdo entre microrganismos especificos que colonizam sitios

subgengivais em diferentes condicOes clinicas. Entretanto, a interpretacao
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desses dados deve ser realizada com cautela, pois um microrganismo
envolvido em processo de agudizacao ou em doencga estabelecida pode ser
o colonizador secundario e ndo o microrganismo responsavel pelo inicio do
dano tecidual. Assim, o aprimoramento das técnicas de isolamento e
identificacdo de microrganismos pode revelar espécies bacterianas
fortemente associadas as doencgas periodontais, como as espiroquetas, cujo
isolamento é extremamente dificil, um dos motivos pelos quais seu papel na

doenca ainda nao estd bem estabelecido (GENCO e LOOS, 1991).

As dificuldades observadas na procura de agentes etioldgicos de doenga
periodontal incluem problemas técnicos, tais como a obtencdo da amostra
microbiana adequada, bem como o cultivo e a identificagdo destes
microrganismos. Outro problema é a falta de conceitos claros relativos as
doencgas periodontais, como a natureza destas infecgOes, a dificuldade de se
determinar o estado de atividade das lesdes e a possibilidade de multiplas
manifestacdes periodontais em um mesmo individuo (SOCRANSKY et al.,

1987; SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1992).

A cultura tem sido muito empregada no estudo de patégenos periodontais
putativos e é utilizada como referéncia para a comparacdo com outros
métodos de deteccdo. Este procedimento, apesar de suas limitacdes, é
fundamental para caracterizagdo da microbiota periodontal, avaliacao da
susceptibilidade a antimicrobianos, anadlise quantitativa dos principais
microrganismos viaveis no espécime (GENCO e Loos, 1991) e, ainda, para o
conhecimento das interacdoes microbianas presentes nas doengas

periodontais (MANDELL, 1984; SOCRANSKY et al., 1999).

Socransky et al. (1987) descreveram os problemas principais encontrados
no estudo dos agentes etioldgicos da doenca periodontal. Destacaram as
dificuldades técnicas, como obtencdo da amostra microbiana
(representatividade da amostra colhida, impossibilidade de colheitas do
mesmo sitio para confirmacdo de dados, método de colheita e meios de
cultivo), dispersao da amostra, condicdes de cultivo (meios e presenca de
microrganismos fastidiosos e ndo cultivaveis) e dificuldades para

caracterizacdao e identificacdo dos isolados. Os autores relataram também
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problemas relacionados a complexidade e ao carater oportunista da
microbiota e a caracteristica prépria da doenca periodontal, com surtos de
atividade e quiescéncia. Consideraram também que o desenvolvimento de
novas metodologias, como sorologia e hibridizacdo, tornaria possivel a
identificacdo de espécies ainda ndo cultivadas ou de caracterizagao dificil,
que poderiam exercer papel fundamental no desenvolvimento da doenca

periodontal.

O estudo dos microrganismos associados a doenca periodontal muitas vezes
se faz de maneira imprecisa, pela dificuldade de se analisar o espécime
clinico obtido, especialmente pela diversidade de colonizagdao da superficie
dental e dos tecidos circunvizinhos. O numero de sitios que precisam ser
avaliados para se detectar o microrganismo alvo depende de cada espécie
(CHEN e SLOTS, 1999). Mombelli et al. (1991) relataram que o espécime
subgengival ideal para a deteccao de P. gingivalis deve ser obtido pela
colheita de placa subgengival de, pelo menos, quatro sitios distintos.
Christersson et al. (1992) também demonstraram que a colheita a partir de
trés bolsas periodontais com profundidade acima de 5 mm leva a
probabilidade de recuperacdo de P. gingivalis de 95% dos casos, enquanto
que, para recuperacao de A. actinomycetemcomitans, amostragem de

numero muito maior de sitios seria necessaria.

Rams et al. (1996) avaliaram a ocorréncia de cinco periodontopatdgenos
putativos na bolsa periodontal de pacientes com periodontite recorrente, 12
meses apods o tratamento periodontal. Observaram que a cultura foi um
método bastante eficiente, permitindo a recuperagdo de A.

actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, C. rectus e M. micros.

Tinoco et al. (1997) utilizaram cultura para investigar a associagao de A.
actinomycetemcomitans com periodontite juvenil localizada em brasileiros.
Os autores analisaram, também, placas bacterianas subgengivais dos
familiares dos pacientes. Os resultados mostraram que o método permitiu
detectar A. actinomycetemcomitans em 80% dos pacientes e em 39,5% dos

familiares.
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A presenca de patdégenos periodontais considerados marcadores
microbioldgicos de atividade da doenca periodontal foi avaliada por Eley e
Cox (1998). Os autores concluiram que a cultura permitiu recuperar tais
microrganismos, desde que fossem utilizadas técnicas adequadas, como
meio de cultura enriquecido. Enfatizaram que, obtida a cultura pura, outros
métodos laboratoriais podem ser empregados, entre eles testes
bioquimicos, hibridizacdo, ribotipagem e avaliacdo do perfil de
susceptibilidade a antimicrobianos. No entanto, nem todas as bactérias
possivelmente envolvidas podem ser facilmente cultivadas e a proporgao de
espécies cultivaveis pode nao representar aquela existente na bolsa
periodontal. Por outro lado, Ashimoto et al. (1996) relataram que a cultura

€ um procedimento dispendioso e passivel de falhas.

O desenvolvimento de meios de cultura seletivos para recuperacdo de um
dado patdogeno é, primariamente, baseado na presenca de nutrientes
essenciais e na propriedade de inibir ou reduzir a multiplicacdo de
microrganismos contaminantes. Entretanto, podem ocorrer falhas por

seletividade excessiva ou insuficiente (ALSINA et al., 2001).

Segundo Chen e Slots (1999), a avaliacdo microbioldgica da placa
bacteriana subgengival em meios nao seletivos acarreta maior limitagao na
deteccao de microrganismos viaveis no espécime clinico. Com a adicao de
antimicrobianos ao meio de cultivo, pode-se suprimir a proliferacdo de
determinadas espécies bacterianas que, in vitro, seriam capazes de inibir o
crescimento do microrganismo alvo. Entretanto, alguns microrganismos,
como P. gingivalis, ndao podem ser recuperados em meios contendo
antimicrobianos ja que os meios seletivos disponiveis para seu isolamento

muitas vezes inibem sua multiplicagao.

Em sintese, a identificacdo de patdgenos periodontais especificos por
métodos convencionais, com cultivo em anaerobiose, segundo Watanabe e
Frommel (1993) e Garcia et al. (1998), é dificil, demorada e, algumas

vezes, nao reproduz a condicao microbioldgica periodontal.
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Varios sistemas de identificacdo de bactérias anaerdbias encontram-se
disponiveis sob a forma de kit e sua capacidade de discriminar amostras
bacterianas tem sido avaliada por diversos pesquisadores (APPELBAUM et al.,
1983; KARACHEWSKI et al., 1985; HEAD e RATNAM, 1988). Rapid ID 32 A
(anteriormente denominado ATB 32 A) é um sistema de identificacdo para
anaerdbios, fabricado pela bioMérieux (Marcy I'Etoile, Franca), que utiliza
testes enzimaticos dispostos em 29 pocos, cuja leitura pode ser feita
visualmente (ARZESE et al., 1994) ou de forma automatizada, empregando-
se sistemas computadorizados que comparam os resultados obtidos com
aqueles existentes em base de dados especifica (ATB system). O sistema
permite a deteccao da atividade enzimatica da amostra apds 4 horas, sem
necessidade de incubagao em condigdes de anaerobiose, uma vez que

multiplicacao bacteriana ndo é necessaria (MURRAY et al., 1985).

De acordo com Kitch e Appelbaum (1989), quando associado a testes
convencionais, como avaliacdo de caracteristicas macroscépicas e
microscopicas, producao de catalase e teste respiratério, o sistema
mostrou-se eficiente para identificacgdo de 97% das amostras de
Bacteroides do grupo B. fragilis, de 88% das amostras de Bacteroides spp.
e de 50% daquelas de Fusobacterium spp. Para os autores, o sistema ATB
32 A representa um avango para a identificacdo de bactérias anaerdbias de

importancia clinica.

Looney et al. (1990), avaliando o mesmo sistema de identificagao,
observaram que todas as amostras de referéncia e a maioria dos isolados
clinicos dos géneros Bacteroides e Fusobacterium (90,6% e 95,5%,
respectivamente) foram corretamente identificados no nivel de espécie. O
sistema nao foi capaz de identificar cerca de 3,0% das amostras e
identificou incorretamente 2,0% das mesmas. Os autores relataram a
necessidade de testes adicionais para identificar, de forma precisa, algumas
amostras. Entretanto, o emprego de métodos mais complexos e

dispendiosos, como cromatografia gas-liquido, ndo é requerido.

Roger et al. (1991) avaliaram a eficiéncia do ATB 32 A para identificacdo de

bactérias isoladas de espécimes clinicos e amostras de referéncia e
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observaram que o sistema permitiu a identificacdo de 89,5% das amostras.
Deste percentual, houve necessidade da realizagdao de testes adicionais para
identificacdo definitiva de 6,4% das amostras. Com este método, ndo foram
identificadas 5,6% das amostras e 4,9% delas foram identificadas

incorretamente.

A eficiéncia do sistema ATB 32 A para identificacdo de Bacteroides do grupo
B. fragilis também foi avaliada por Jenkins et al. (1991). O sistema permitiu
identificar 78,4% das amostras no nivel de espécie e, acrescido de testes
complementares, possibilitou a identificacdao de 94,6% dos microrganismos

estudados.

Arzese et al. (1994), comparando a identificacdo de bactérias anaerdbias
pelo ATB system, por testes bioquimicos convencionais e por cromatografia
gasosa, observaram que o sistema Rapid ID 32 A, com leitura
automatizada, permitiu a identificacao de 90,7% das amostras bacterianas,
especialmente das Gram negativas. Cerca de 6% e de 4% dos isolados
foram incorretamente identificados ou nao identificados, respectivamente.
Para identificacdo das amostras do género Fusobacterium, no nivel de

espécie, testes adicionais foram necessarios.

Downes et al. (1999) observaram que o kit Rapid ID 32 A mostrou-se
eficiente para a identificacdo de, aproximadamente, 61% das amostras de
bastonetes anaerdbios produtores de pigmento negro. Associando-se testes
complementares recomendados pelo sistema, mais 21% das amostras
foram identificadas corretamente, no nivel de espécie. A identificacdo de
13% das amostras foi possivel apenas no nivel de género e 5% delas foram
identificadas, de maneira imprecisa, no nivel de espécie. Foi observado
baixo poder de discriminacdo entre F. nucleatum e Fusobacterium
necrophorum, Porphyromonas asaccharolytica e Porphyromonas
endodontalis e Prevotella buccalis, Prevotella denticola, Prevotella loescheii,

Prevotella melaninogenica e Prevotella oralis.

Em resumo, os sistemas baseados em reacdes enzimaticas, como o Rapid

ID 32 A, sdo uma alternativa util para a identificacdo de bactérias
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anaerobias, especialmente em laboratérios de diagndstico clinico (LOONEY et
al., 1990), que permite a identificacdo rapida, inclusive, de bactérias

anaerdbias mais fastidiosas (ROGER et al., 1991).

Nos ultimos anos, técnicas de genética molecular tém sido empregadas para
o diagnostico de doencas infecciosas e para a distingdo de espécies
filogeneticamente relacionadas (RIGGIO e LENNON, 1997).

Entre as novas tecnologias aplicadas ao diagndstico microbiolégico das
doencgas periodontais, técnicas baseadas no emprego de sondas de DNA
oferecem especificidade e sensibilidade equivalentes aos métodos de cultura
para deteccao de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia
em amostras de placa subgengival de seres humanos (LOPEz, 2000).
Listgarten et al. (1995) compararam a eficiéncia da cultura, da
imunofluorescéncia indireta e da hibridizacdo para deteccdo de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythensis em bolsas
periodontais. Segundo os autores, a técnica de imunofluorescéncia indireta
mostrou-se mais eficiente, sendo a cultura e a hibridizagdo métodos pouco
sensiveis para a deteccdo destes microrganismos. Van Steenbergen et al.
(1996) compararam a sensibilidade da hibridizagdao DNA-DNA com a cultura
para deteccao de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis e observaram
que a hibridizacao foi a técnica mais sensivel, provavelmente, devido a
presenca de bactérias ndo vidveis nas amostras avaliadas. Assim, a
impossibilidade de distinguir células vidveis poderia ser um fator limitante
dos métodos genéticos e a impossibilidade de deteccdo de células nao

vidveis um fator limitante do método microbioldgico tradicional.

Utilizando hibridizacao DNA-DNA em amostras obtidas de adultos com
periodontite, Lopez (2000) observou a ocorréncia de P. gingivalis em 75,0%
dos sitios ativos e em 59,7% dos sitios inativos avaliados. A.
actinomycetemcomitans foi detectado em 6,3% e em 12,5% dos sitios
ativos e inativos, respectivamente, enquanto P. intermedia foi encontrada
em 33,0% dos pacientes, tendo sido detectada em alta proporgao nos sitios
periodontais em atividade. Segundo o autor, a hibridizacdo é uma técnica

que pode ser amplamente utilizada para detectar e quantificar
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microrganismos. Entretanto, existem alguns questionamentos em relagao a
sua sensibilidade para a pesquisa de periodontopatdégenos, especialmente

devido a baixa deteccao de A. actinomycetemcomitans observada.

PCR é um método especifico e altamente sensivel para identificacdo de
microrganismos. Entre as diversas seqiiéncias que podem ser empregadas
como alvo para amplificacdo, o gene rDNA 16S é um dos mais utilizados. O
gene estd presente em todas as eubactérias e é altamente conservado na
mesma espécie. Por estas razdes, a técnica € muito Util para a detecgao de
bactérias, podendo ser utilizada, inclusive, para aquelas que nao sdo, ainda,

cultivaveis (Ashimoto et al., 1996).

Slots et al. (1995) compararam PCR, empregando primers para a detecgao
de rDNA 16S, com cultura para pesquisa de A. actinomycetemcomitans, T.
forsythensis, C. rectus, E. corrodens, P. gingivalis, P. intermedia, P.
nigrescens e T. denticola. Observaram que PCR apresentava sensibilidade
elevada e era reprodutivel, podendo ser util na pesquisa dos patégenos

periodontais.

PCR desenvolvida para a deteccao de rDNA 16S, cultura e hibridizagao
foram utilizadas, por Ashimoto et al. (1996), para investigar a prevaléncia
de A. actinomycetemcomitans, T. forsythensis, C. rectus, E. corrodens, P.
gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens e T. denticola em espécimes
subgengivais de 50 pacientes com periodontite avancada e de 50 adultos e
50 criancas com gengivite. O estudo mostrou que a prevaléncia destes
microrganismos foi maior nos pacientes com periodontite, com excecao de
C. rectus que era mais frequente nas criancas com gengivite. Os autores
demonstraram, também, que PCR é um método de deteccao muito util e

sensivel para a identificacdo destes periodontopatégenos.

No estudo de Riggio et al. (1996), a presenca de periodontopatégenos foi
avaliada em amostras de placa subgengival de pacientes com periodontite,
por PCR e por cultura. A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis foram
detectados em 40 (24,0%) amostras, por PCR, enquanto que, por cultura,

foram observados em 25 (15,0%) e em 18 (11,0%) amostras,
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respectivamente. Os autores observaram que a PCR mostrou-se mais
eficiente que as técnicas microbioldgicas convencionais para a deteccao

destes patégenos periodontais.

Massara (2001), avaliando a freqiéncia de recuperacao de A.
actinomycetemcomitans de sitios periodontais, por PCR e por cultura,
observou que essas duas técnicas permitiram a deteccao do
periodontopatégeno; entretanto, a PCR mostrou-se mais sensivel, mais

rapida e menos dispendiosa.

PCR multiplex foi desenvolvida para a deteccdo simultanea de diferentes
patdgenos periodontais por Tran e Rudney (1996) e por Garcia et al.
(1998). Nos estudos de Tran e Rudney (1996), foram utilizados primers
espécie-especificos para a deteccago do [rDNA 16S de A.
actinomycetemcomitans e de P. gingivalis em espécimes obtidos de sulcos
gengivais de individuos sem manifestagdes clinicas de doencga periodontal.
Os dados mostraram que a reacdao era altamente sensivel e especifica,
permitindo a deteccdao simultanea dos microrganismos e podendo ser
aplicada em estudos epidemiolégicos e diagndsticos, de planejamento do

tratamento e de monitoramento de infecgao periodontal.

Como ja mencionado, a diversidade microbiana nas bolsas periodontais
pode ser subestimada quando se utiliza método de cultivo, ja que apenas
microrganismos cultivaveis nas condicdes empregadas no estudo poderdao
ser detectados. Por outro lado, embora PCR seja um método com
especificidade e sensibilidade adequadas para avaliacdo da prevaléncia de
patégenos periodontais, mesmo daqueles que ainda nao podem ser isolados
em meios de cultura artificiais, a PCR convencional nao permite a
quantificacdao destes microrganismos, importante para o conhecimento da
etiopatogénese das doencas periodontais e, em conseqléncia, para o
diagndstico e a terapéutica (KUBONIWA et al., 2004; NONNENMACHER et al.,
2004; YOSHIDA et al., 2004).

Varios métodos de analise quantitativa podem ser utilizados para detecgao

de patdgenos orais, incluindo citometria de fluxo, hibridizacdo DNA-DNA e,



46

mais recentemente, real-time PCR. Esta técnica emprega oligonucleotideos
marcados com corante fluorescente e, através de monitoramento continuo
da fluorescéncia, permite a deteccdao e a quantificacdo de produtos
amplificados a medida que eles sdao sintetizados. O sistema TagMan é
baseado na atividade exonucledsica 5'-3° de uma Tag DNA polimerase e o
produto da PCR é marcado com sonda fluorescente detectada por leitor a
laser (NONNENMACHER et al., 2004; YOSHIDA et al., 2004). O método permite
a quantificacao dos produtos amplificados na fase log da reagao, com limite
de deteccao de, aproximadamente, 10° cdpias, possibilitando, assim, o
monitoramento da terapia periodontal, bem como estudos epidemioldgicos
relacionados a progressao da doenca (KUBONIWA et al., 2004; NONNENMACHER
et al., 2004).

Utilizando a técnica real-time PCR, Nonnenmacher et al. (2004)
demonstraram que A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia
estavam presentes em niveis mais elevados em pacientes com periodontite
do que em individuos com periodonto saudavel. Kuboniwa et al. (2004)
puderam, também, relacionar P. gingivalis, Tannerella forsythia (T.
forsythensis), A. actinomycetemcomitans, T. denticola e P. intermedia com
doencga periodontal, pois estas espécies bacterianas foram detectadas em
nameros significativamente maiores no grupo de pacientes do que nos
individuos com periodonto saudavel. P. nigrescens foi a Unica espécie,
dentre as analisadas pelos autores, observada em numeros elevados, tanto

em individuos com periodonto saudavel como naqueles com periodontite.

Para esclarecer a relagao entre P. gingivalis e status periodontal, Kawada et
al. (2004) fizeram uma analise quantitativa desta espécie bacteriana em
pacientes com periodontite em estagios distintos, utilizando real-time PCR.
Os autores encontraram uma correlacdo positiva entre o numero de P.
gingivalis e a profundidade de bolsa e também uma diminuicdo dos niveis
do microrganismo apds a terapia periodontal. A freqliéncia de deteccao de
T. forsythensis e Fusobacterium spp. em espécimes de bolsas periodontais

com diferentes profundidades foi analisada por Suzuki et al. (2004). Os
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autores concluiram que os microrganismos estavam associados entre si e

correlacionados com aumento da profundidade de bolsa periodontal.

O sucesso da avaliagao microbioldgica depende, portanto, de varios fatores,
como selecao do espécime, métodos de colheita e transporte do material,
assim como dos recursos tecnoldgicos disponiveis e do método escolhido

para deteccao dos microrganismos (MURRAY et al., 1995).

De fato, as informacles obtidas pelo emprego dos métodos genético e
microbioldgico tradicional sdo complementares. Enquanto a cultura permite
a avaliacao do perfil de susceptibilidade a drogas e a anadlise quantitativa de
células viaveis em determinados sitios, o método genético permite a
distincdo entre espécies filogeneticamente relacionadas e é altamente
sensivel e especifico para a deteccdo de espécies bacterianas, inclusive
daquelas fastidiosas, cujo estudo, empregando-se técnicas microbioldgicas

convencionais, ndo seria possivel (CHEN e SLOTS, 1999).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJIETIVO GERAL

Avaliar, por cultura microbiolégica e PCR, a ocorréncia de

periodontopatégenos Gram negativos em sitios periodontais de individuos

com e sem manifestacdes clinicas de doencga periodontal.

3.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, pelo método de -cultura microbioldgica, a ocorréncia de
Porphyromonas spp., Prevotella spp., Fusobacterium spp., E. corrodens
e A. actinomycetemcomitans em bolsas periodontais de pacientes com
periodontite cronica ou agressiva e em sulcos gengivais de individuos

sem manifestagoes clinicas de doenca periodontal.

Comparar o método bioquimico-fisiolégico convencional com o sistema
Rapid ID 32 A para identificagdo de bastonetes anaerdbios obrigatorios
produtores de pigmento negro.

Pesquisar, por PCR, a presenca de P. gingivalis, P. intermedia, P.
nigrescens, Fusobacterium spp., A. actinomycetemcomitans, E.
corrodens, T. forsythensis e T. denticola em bolsas periodontais de
pacientes com periodontite cronica ou agressiva e em sulcos gengivais

de individuos sem manifestacdes clinicas de doenca periodontal.

Avaliar a ocorréncia de associacdes entre os periodontopatégenos
detectados em espécimes subgengivais de pacientes com as diferentes
manifestacdes clinicas periodontais e de individuos com periodonto

saudavel.
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4 PACIENTES E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(ANEXO I). Termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado por

todos os individuos incluidos no estudo (ANEXO II).

4.1 ETAPA CLINICA

4.1.1 GRUPOS DE ESTUDO

No periodo de fevereiro de 2000 a dezembro de 2002 foram selecionados,
ao acaso, 60 individuos (37 do sexo feminino, média de idade de 36 anos,
faixa etaria de 14 a 60 anos) com periodontite, atendidos, ndo
consecutivamente, na Clinica de Periodontia da Faculdade de Odontologia
da Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais (PUC-MG). Entre estes,
30 pacientes (14 do sexo feminino, média de idade de 46 anos, faixa etaria
de 35 a 60 anos) apresentavam manifestacdes de periodontite cronica e 30
(23 do sexo feminino, média de idade de 26 anos, faixa etaria de 14 a 37

anos) apresentavam sinais de periodontite agressiva.

Foram, ainda, incluidos no estudo 30 alunos do Curso de Graduacdo em
Odontologia da PUC-MG (15 do sexo feminino, média de idade de 21 anos,

faixa etaria de 19 a 29 anos) com periodonto saudavel.

O diagndstico de periodontite foi realizado pela medida de profundidade a
sondagem, empregando-se sondas milimetradas!, pela avaliacdo da

presenca de sangramento e exsudagao e pelo exame radiografico periapical.

O diagnéstico de periodontite crénica foi feito pela presenca de pelo menos

trés sitios com bolsas periodontais com pelo menos 4mm de profundidade,

! Trinity, Sdo Paulo, SP, Brasil
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sangramento espontaneo ou a sondagem, reabsorcao Ossea horizontal,
alteracdo na coloracdo do tecido gengival e presenca de calculo

subgengival, conforme critérios propostos por Nyman e Lindhe (1999).

O diagnodstico de periodontite agressiva foi feito pela evidéncia clinica de
perda de suporte periodontal, constatada por medidas de profundidade a
sondagem de pelo menos 4mm, obrigatoriamente, nos primeiros molares e
incisivos permanentes e, eventualmente, nos demais dentes (LOPEz et al.,
1996), pela presencga obrigatéria de sangramento com ou sem exsudagao e

de destruicdo dssea vertical (RIGGIO et al., 1996).

Os dados clinicos dos individuos estudados foram registrados em ficha
propria (ANEXO III).

Nao foram incluidos no estudo individuos que eram tabagistas, que fizeram
uso de antimicrobiano local ou sistémico nos 3 meses anteriores a colheita
da amostra, que haviam sido submetidos a tratamento periodontal anterior

ou que apresentavam alteragdes sistémicas.

4.1.2 COLHEITA DE ESPECIMES CLINICOS

Os espécimes dos pacientes com periodontite foram obtidos das bolsas
periodontais que apresentavam maior profundidade, de pelo menos um sitio
de cada quadrante da cavidade oral. Os espécimes subgengivais dos
individuos com periodonto saudavel foram obtidas da face mesial dos

incisivos centrais e primeiros molares superiores.

Apds isolamento relativo da area com roletes de algoddo, cones de papel
absorvente? esterilizados foram inseridos nas bolsas periodontais ou sulcos
gengivais. Apos 60 segundos, foram transferidos para tubo contendo 2 ml

de solugdao de Ringer Pre-Reduced Anaerobically Sterilized (Ringer PRAS)

2 Diadent, Burnaby, BC, Canada
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(SUTTER et al., 1980), sob fluxo de CO,. Com auxilio de cureta periodontal®
esterilizada, foi realizada raspagem de placa bacteriana subgengival e o
material foi também transferido, nas mesmas condicGes, para solugao de
Ringer PRAS.

4.2 ETAPA LABORATORIAL

4.2.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS MICRORGANISMOS

Os espécimes clinicos foram transportados para o Laboratério de
Microbiologia Oral e Anaerodbios, Departamento de Microbiologia, Instituto
de Ciéncias Bioldgicas, UFMG, no prazo maximo de duas horas. Foram,
entdo, submetidos a agitacdo em vortex?, para dispersar a maior
quantidade possivel de microrganismos aderidos aos cones de papel. Em
seguida, os frascos foram introduzidos em cédmara anaerodbica® (atmosfera
de 5% de CO,, 10% de H; e 85% de N.), onde foram realizadas diluicOes
seriadas (10! a 10*), em solucdo de Ringer PRAS. Aliquotas de 0,1 ml de
cada diluicao foram semeadas, com alga de Drigalski, em Kanamicin Laked
Blood Agar ¢ (SUMMANEN et al., 1993) modificado (KLB) e Brucella Agar’,
suplementado com hemina® (0,05mg/ml), menadiona® (0,01mg/ml), extrato
de levedura!® (5mg/ml) e 5% de sangue desfibrinado de carneiro (BA-S)
(SUTTER et al., 1980) para isolamento de bactérias anaerdbias produtoras de
pigmento negro; meio seletivo para isolamento de fusobactérias da

cavidade oral (Omata) (OMATA e DISRAELI, 1956); Tryptic Soy Agar'! Serum-

3 Trinity

4 Biomatic, Porto Alegre, RS, Brasil

5 Forma Scientific Company, Marietta, OH, USA
6 Inlab, S3o Paulo, SP, Brasil

7 Difco, Detroit, MI, USA

8 Inlab

° Inlab

10 Difco

1 Difco
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Bacitracin'?-Vancomicin'® (TSBV) (SLoTs, 1982) para o isolamento de
Actinobacillus spp. e Tryptic Soy Agar acrescido de clindamicina#* (5ug/ml)

(SLEE e TANZER, 1978) para isolamento de E. corrodens.

A incubacdo foi realizada a 37°C, em camara anaerdbica, por até 72 horas,
com excecdo dos meios de cultivo destinados ao isolamento de bactérias

produtoras de pigmento negro, que foram incubados por até 15 dias.

A identificagao preliminar dos grupos bacterianos estudados foi feita pela
observacdao da morfologia colonial. Com base nestes achados, foi feita a
contagem das coldnias de cada grupo bacteriano, com excecdao do A.

actinomycetemcomitans, e repique para obtencdo de cultura pura.

Para identificacdo dos isolados, foi realizado, inicialmente, teste respiratorio,
incubando-se as culturas em anaerobiose (camara anaerdbica),
microaerofilia (método da vela, em dessecador de vidro) e aerobiose
(atmosfera ambiente), a 37°C, por 48 horas. Foi considerado anaerdbio
obrigatério o microrganismo que se multiplicou apenas em condicdoes de
anaerobiose, microaerdfilo aquele capaz de se multiplicar tanto em
anaerobiose como em condicdes de microaerofilia e anaerdbio facultativo o
microrganismo que se multiplicou em atmosfera ambiente, em

microaerofilia e em anaerobiose.

As caracteristicas morfotintoriais de todos os isolados foram analisadas, em
esfregacos corados pelo método de Gram (Kopeloff modificado) (HOLDEMAN

et al., 1977), em microscopio éptico, com objetiva de imersao.

12 Tnlab
13 Inlab
4 Inlab
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4.2.2 IDENTIFICAGAO BIOQUIMICO-FISIOLOGICA DAS AMOSTRAS

Os testes de identificacao foram realizados, a partir das culturas puras
obtidas em meios especificos para cada grupo bacteriano, apds 48 horas de

incubacdao em anaerobiose (SUTTER et al., 1980).

As amostras com caracteristicas de bastonetes anaerdbios obrigatorios
produtores de pigmento negro foram cultivadas em BA-S ou Caldo
Brucella’®  suplementado com hemina (0,05mg/ml), menadiona
(0,01mg/ml), extrato de levedura (5mg/ml) e L-cisteina'® (0,5mg/ml) (CB-
S). As colbnias caracteristicas do género Fusobacterium foram semeadas
em Tryptic Soy Agar suplementado com extrato de levedura (5mg/ml), L-
cistinal’ (0,75mg/ml) e 5% de sangue desfibrinado de carneiro (TSA:-S) e
em Tryptic Soy Broth'® suplementado com extrato de levedura (5mg/ml) e
L-cisteina (0,5mg/ml) (TSB:-S). As colb6nias originadas de TSBV, com
aspecto sugestivo de A. actinomycetemcomitans, foram cultivadas em
Tryptic Soy Agar suplementado com extrato de levedura (5mg/ml) e 5% de
sangue desfibrinado de carneiro (TSA-S) e em TSBi-S. As colbnias
caracteristicas de E. corrodens foram semeadas em Tryptic Soy Agar,
suplementado com hemina (0,05mg/ml), menadiona (0,01mg/ml), extrato
de levedura (5mg/ml) e 5% de sangue desfibrinado de carneiro (TSAz-S) e
em Tryptic Soy Broth suplementado com extrato de levedura (5mg/ml),
hemina (0,05mg/ml), menadiona (0,01mg/ml) e L-cisteina (0,5mg/ml)
(TSB2-S).

Para identificagdo dos microrganismos, foram utilizados os testes descritos

a seqguir, conforme protocolo padronizado pelo Laboratério.

15 Difco
16 Tnlab
17 Inlab
18 Difco
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e Producao de catalase

O teste foi realizado em lamina de vidro, a partir de culturas em meios ndo
suplementados com sangue. Gotas de perdxido de hidrogénio!® 15% foram
adicionadas sobre um fragmento da col6nia; o teste foi considerado positivo

guando houve formacdo de bolhas de gas (SUMMANEN et al., 1993).

e Producao de indol

Foram inoculadas aliquotas de 0,3 ml de cultura, obtida em meio liquido,
em 5 ml de Caldo Peptona?’-Extrato de Levedura (PY), acrescido de
triptofano?! (1mg/ml). A leitura foi realizada pela adicao de xilol?? e reativo
de Erlich. A reacgao foi considerada positiva quando houve formacgdo de anel

réseo na superficie do meio de cultura (HOLDEMAN et al., 1977).

e Motilidade e producao de H>S

As culturas foram inoculadas, com auxilio de agulha bacterioldégica, em Meio
SIM?3 (H.S, indol e motilidade). Motilidade foi detectada pela presenca de
crescimento além do local de inoculagdo. O aparecimento de cor negra

indicava a produgao de H,S (HOLDEMAN et al., 1977).

e Hidroélise de esculina

Foram inoculadas aliquotas de 0,3 ml de cultura em 5 ml de Caldo PY
(HOLDEMAN et al., 1977), acrescido de esculina?* (1mg/ml). Apds incubacgao,

adicionou-se citrato férrico amoniacal?®>; o teste foi considerado positivo

% Synth, Diadema, SP, Brasil

20 Difco
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22 Synth

23 Difco
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quando se observava escurecimento do meio sob luz ultravioleta (SUMMANEN
et al., 1993).

e Fermentacao de carboidratos

Preparou-se uma suspensao de amostra bacteriana, a partir de 4,0 ml de
cultura diluida em 96,0 ml de Caldo PY (pH entre 6,2 a 7,2). Foram
transferidos 3,6 ml desta suspensao para tubos de ensaio esterilizados,
acrescentando-se, em seguida, 0,4 ml de solugdo a 10% de cada
carboidrato?® a ser testado (concentracdo final 1%), esterilizado por
filtracdo. Todos os testes foram realizados em duplicata (SUTTER et al.,
1980; SUMMANEN et al., 1993).

Tubos teste contendo 4,0 ml das culturas diluidas em PY, sem carboidratos,
foram incubados nas mesmas condigdes (controle negativo de fermentagao,

para comparagao com o pH observado nos tubos teste).

A interpretacao dos resultados baseou-se no valor médio do pH observado

nos tubos contendo carboidrato, considerando-se:

Fermentacgao forte - PH< 5,5
Fermentacao fraca - pH 5,6 entre 5,8

Fermentagao negativa - PH>5,9

e Sensibilidade a fluoreto de sodio

Aliguotas de 0,3 ml de cultura crescida em TSB;1-S foram inoculadas em trés
tubos, um contendo TSBi-S, para avaliacao da viabilidade da amostra, e os
outros dois com TSB;1-S acrescido de 10 ug/ml ou 100 pug/ml de fluoreto de
sodio?’. Os tubos foram, entdo, incubados a 37°C, por 48 horas. Quando
houve multiplicagdo bacteriana no tubo contendo 10 ug/ml de fluoreto de

sodio e inibicdo na concentracao de 100 png/ml do reagente, considerou-se o

26 Inlab
27 Merck, Rio de Janeiro, R], Brasil
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resultado como sugestivo de A. actinomycetemcomitans. Em caso de duvida
em relacdo a multiplicacdao bacteriana no caldo (auséncia de formacao de
grumos, de turvacao do meio de cultura ou de aderéncia a parede do tubo),
uma aliquota de 0,1 ml do mesmo foi transferida para TSA-S. Apds 48
horas de incubagcdao em dessecador de vidro, a 37°C, foi avaliada a
viabilidade do microrganismo (KING e TATUM, 1962; FARIAS et al., 1986).

e Sensibilidade a bile

A amostra bacteriana a ser testada foi semeada em meio contendo 20% de
bile (Bacteroides-Bile?8-Esculina/BBE). A amostra capaz de se multiplicar na

superficie do agar foi considerada resistente a bile (SUMMANEN et al., 1993).

e Producao de lipase

A amostra bacteriana foi semeada em Egg Yolk Agar (EYA) e a cultura foi
incubada em anaerobiose, a 37°C, por até 7 dias. Considerou-se o teste
positivo quando se observou presenca de brilho caracteristico na superficie
da col6nia e no agar ao redor das colonias do microrganismo (SUMMANEN et
al., 1993).

e Produgao de oxidase

Cada amostra bacteriana foi transferida para uma tira de papel embebida
em solugdo de tetrametil-para-fenilenodiamina?® (PDF) 1%. A leitura foi
realizada apds 30 segundos, considerando-se a amostra produtora de
oxidase quando ocorria alteragdao da cor da tira de papel, de branca para
azul (BIER, 1984).

28 Difco
2% Laborclin, Pinhais, PR, Brasil
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e Sensibilidade a vancomicina, colistina e canamicina

A amostra bacteriana foi semeada em Brucella Agar suplementado com
hemina (0,05 mg/ml), menadiona (0,01 mg/ml), extrato de levedura
(5mg/ml) e L-cistina (SUTTER et al., 1980). Discos impregnados com
vancomicina (5 pg), colistina (10 npg) e canamicina (1000 pg) foram
colocados na superficie do agar e, apds incubacdo em anaerobiose, a 37°C,
por 48 horas, a leitura foi realizada pela avaliagcdo da presenca e da medida
do diametro das zonas de inibicdo do crescimento bacteriano ao redor do
disco. O microrganismo foi considerado sensivel quando a zona de inibicao
foi > 10 mm e resistente quando o halo de inibigao foi < 10 mm (SUMMANEN
et al., 1993).

o Deteccao de atividade tripsinogénica

A amostra bacteriana, a partir de cultura em CB-S, foi inoculada em 0,1 ml
de tampdo Tris-HCI*® 0,1 M BANA (N-benzoil-DL-arginina-2-naftilamida3!)
0,44% (pH 8,5). As culturas foram incubadas a 37°C, em aerobiose. Apds
18 horas, foi adicionada uma gota de tampao Tris-HCI 2,0 M contendo
SDS3*? 10% (pH 7,5) e uma gota de solucao de Sal Fast Blue BB** em éter
monometilglicoletileno*. Apdés 5 minutos, a leitura foi realizada,
considerando-se o teste positivo quando havia mudanca de coloracao da

suspensao bacteriana para alaranjada (LAUGHON et al., 1982).

A identificacdo definitiva dos isolados foi realizada por comparacao dos
resultados obtidos nos testes com aqueles descritos em chaves de
identificacao (HOLDEMAN et al., 1977; HOLT et al., 1994; MURRAY et al., 1995)
(ANEXO 1V).

Os bastonetes anaerdbios obrigatdérios produtores de pigmento negro e as

amostras com identificacdo presuntiva de Fusobacterium foram, também,

30 Invitrogen, Paisley, Scotland

31 Sigma, St. Louis, MO, USA

32 promega, Madison, WI, USA

33 Icm Biomedicals, Aurora, OH, USA
34 Reagen
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identificados empregando-se o sistema de identificagao comercial semi-
automatizado RAPID ID 32A3°> (ANEXO V).

4.2.3 MANUTENGAO DAS AMOSTRAS ISOLADAS

Durante a realizacdo das provas de identificacdo, as bactérias anaerobias
obrigatérias foram mantidas em camara anaerdbica e as bactérias
microaerdfilas em dessecador de vidro, em condicdes de microaerofilia. As
amostras foram conservadas, em freezer -86°C, em meio liquido especifico
para cada grupo microbiano estudado, acrescido de glicerol3*® (concentracao
final 10%).

4.2.4 IDENTIFICACAO GENETICA DE PERIODONTOPATOGENOS

Cerca de 1 ml da suspensao de cada espécime clinico, em Ringer PRAS, foi
transferido para tubo de microcentrifuga e centrifugado, a 12000 x g, a
40C, por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento mantido

em freezer -86°C, até o momento de sua utilizacdo para extracdo de DNA.

e Extracao de DNA

DNA das amostras foi extraido pelo método do fenol-cloroférmio (Fox et al.,
1994). Ao sedimento bacteriano, foi acrescentado tampdo STET (sacarose3’
8%, Tris-HCI 50 mM, EDTA3® 50 mM, Triton X-100%° 0,1%; pH 8,0) e

35 BioMérieux SA, Maercy L'Etoile, Franga
36 Synth

37 Inlab

38 Life, Gaithersburg, MD, USA

3% Calbiochemn, La Jolla, CA, USA
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lisozima*® (concentracao final 6 pug/ul). A mistura foi incubada a 37°C, por
12 minutos e, a seguir, foram adicionados SDS (concentragao final 1,5%) e
RNase A*' (concentracao final 0,02 pg/ul). O material foi homogeneizado e,
apos 1 hora de incubacdo a 37°C, foi adicionada proteinase K%
(concentracgao final 0,7ug/ul). A suspensao foi homogeneizada e incubada a
379C, overnight. Apés este periodo, NaCl*? (concentracao final 0,7 umol/pl)
e solucdo contendo partes iguais de CTAB** 5% e NaCl 0,7 M (concentragao
final 1:10) foram adicionadas e a suspensao agitada delicadamente e
incubada por 10 minutos a 56°C. DNA foi, entdo, extraido em igual volume
de fenol*> e cloroférmio*® (1:1) e precipitado com acetato de sdédio*” 0,3 M
(concentracgao final 2,6 pumol/ul) e, aproximadamente, 2 volumes de etanol
absoluto*®, a -20°C, overnight. A suspensdo foi centrifugada a 15000 x g,
por 75 minutos e, apds evaporacao do etanol residual, foram acrescentados
dois volumes de etanol 70%. O material foi novamente centrifugado a
15000 x g, por 25 minutos, e o sedimento de DNA foi diluido em agua
guimicamente pura*® estéril. A concentracdo de DNA de cada amostra foi
medida em espectrofotometro UV>°, empregando-se comprimento de onda
de 260 nm.

e Reacao de polimerizacao em cadeia (PCR)

DNA obtido de todass os espécimes foi submetido a PCR para amplificacdo
de rDNA 16S de eubactérias (controle positivo da extracdo de DNA) (SLOTS
et al., 1995). Apenas amostras rDNA 16S positivas foram empregadas no

estudo.

40 Calbiochemn
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Para pesquisa de periodontopatégenos, foram empregados protocolos
previamente descritos. Foram utilizados primers e condicdes de reacgao
descritos por Conrads et al. (1997), para Fusobacterium spp. (F.
nucleatum, F. periodonticum e F. mortiferum), por Ashimoto et al. (1996)
para P. intermedia e P. nigrescens e por Slots et al. (1995) para T.
forsythensis, E. corrodens e T. denticola (QUADRO 1). Todas as reagoes

foram realizadas em termociclador MJ Research>?.

Em resumo, 1 ul de DNA foi adicionado a mistura de reagao contendo 10
pmol de cada primer, 1,25 U de Tag DNA polimerase®?, 200 uM de cada
deoxinucleotideo®?® e cloreto de magnésio®>* (concentracao final de 1,0 mM
para P. intermedia e P. nigrescens e de 1,5 mM para E. corrodens, T.
denticola e T. forsythensis). As reacdoes foram submetidas a um periodo
inicial de desnaturacao a 95°C, por 2 minutos. Foram, entao, submetidas a
35 ciclos consistindo de desnaturagao a 95°C, por 30 segundos, anelamento
a 60°C (para E. corrodens, T. denticola e T. forsythensis), 56°C (para P.
nigrescens) ou 55°C (para P. intermedia) por 1 minuto e extensdo a 72°C,
por 1 minuto, seguidos por um periodo de extensdo final a 72°C, por 2
minutos (para E. corrodens, T. denticola e T. forsythensis) ou 10 minutos

(para P. intermedia e P. nigrescens).

51 MJ Research, Watertown, MA, USA
52 Invitrogen

53 Promega

54 Invitrogen
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QUADRO 1 - Primers empregados para pesquisa de periodontopatégenos

putativos por PCR e tamanho dos amplicons.

Seqléncia Amplicon
Organismo , ) Autor
(5"-3') (pb)
GATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
Eubactéria 602 16
CCCGGGAACGTATTCACCG
CTAATACCGCATACGTCCTTTTC
Eikenella corrodens 688 186
CTACTAAGCAATCAAGTTGCCC
GTCATCGTGCACACAGAATTGCTG
Fusobacterium spp. 360 35
GGTTACCTTGTTACGACTT
intermedia TCAACATCTCTGTATCCTGCGT
prevotella ATGAAACAAAGGTTTTCCGGTAAG “os iy
nigrescens CCCACGTCTCTGTGGGCTGCGA
Tannerella GCGTATGTAACCTGCCCGCA
_ 641 186
forsythensis TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT
Treponema TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT e o
denticola TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA

Para deteccdo de Fusobacterium spp., 1 ul de DNA foi adicionado a mistura

de reacao contendo 5 pmol de cada primer, 1,0 U de Tag DNA polimerase,

200 puM de cada deoxinucleotideo e cloreto de magnésio (concentragao final

de 1,0 mM). As reagoes foram submetidas a 35 ciclos de desnaturagao a

940C, por 1 minuto, anelamento a 60°C, por 1 minuto, e extensdao a 72°C,

por 2 minutos e 30 segundos.
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Quando o resultado da PCR foi positivo, a amostra de DNA foi diluida (10! a
10®) em &gua quimicamente pura e, em seguida, submetida a novas
reagoes, nas mesmas condigdes descritas anteriormente, para avaliacao dos

niveis de cada microrganismo.

Para pesquisa de P. gingivalis, foram empregados protocolos propostos por
Slots et al. (1995) e por Tran e Rudney (1996) e para investigacao da
presenca de A. actinomycetemcomitans, metodologia descrita por
Goncharoff et al. (1993), Tonjum e Haas (1993), Ashimoto et al. (1996) e
Tran e Rudney (1996) foram utilizadas (QUADROS 2 e 3). Diversas
modificacdes nos protocolos das reagdes foram testadas, como alteragcdes
das concentragoes de MgCl,, primers e Tag DNA polimerase, das

temperaturas de anelamento e do numero de ciclos, entre outras.
e Deteccdo de produtos amplificados

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida®>, empregando-se tampao Tris-borato®®-EDTA, por cerca de
90 minutos, a 100 V. O gel foi corado com brometo de etidio >’(1 ug/ml) por
cerca de 5 minutos e observado em transluminador de luz ultravioleta®s.

Como marcador de peso molecular, foi utilizado o padrédo de 100 pb>°.

55 Sigma

56 Synth
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os célculos de sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e

negativo foram realizados conforme Jekel et al. (1999).

Foram utilizados os testes de y? com correcao de Yates ou exato de Fisher
bicaudal, quando indicado, considerando-se as diferencas significativas
quando p < 0,05. Estes calculos foram realizados empregando-se o

software Epilnfo®,

QUADRO 2 - Primers para deteccao de P. gingivalis e A.

actinomycetemcomitans por PCR.

Organismo Autor
(5" - 3" (pb)
GGAATTCCTAGGTATTGCGAAACAATTTGATC
262 65
GGAATTCCTGAAATTAAGCTGGTAATC
TCGCGAATCAGCTCGCCG
285 222
Actinobacillus GCTTTGCCAGCTCCTCACC
actinomycetemcomitans | AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC
557 16
ATGCCAACTTGACGTTAAAT
ATTGGGGTTTAGCCCTGGTG
377 224
ACGTCATCCCCACCTTCCTC
AGGCAGCTTGCCATACTGCG
404 186
Porphyromonas ACTGTTAGCAACTACCGATGT
gingivalis TGTAGATGACTGATGGTGAAAACC
208 224
ACGTCATCCCCACCTTCCTC
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QUADRO 3 - Protocolos de reagcao empregados para deteccao de P.

gingivalis e A. actinomycetemcomitans por PCR.

Mix (volume final: 20 pl)
Primer Anelamento
Organismo dNTP | MgCl2 | Tag Autor
(pmol) (°C)
F R (uM) | (mM) | (U)
10 10 250 2,5 0,5 55,0 65
Actinobacillus 20 20 200 1,5 0,5 55,0 222
actinomycetemcomitans 10 10 200 1,0 0,5 55,0 16
5 10 200 2,5 1,4 60,7 224
Porphyromonas 10 10 200 1,5 0,5 60,0 186
gingivalis 16 10 | 200 | 2,5 | 1,4 60,7 224

F: forward, R: reverse; dNTP: desoxinucleotideos;
MgCl,: cloreto de magnésio; Tag: Tag DNA polimerase

4.4 ASSOCIAGCOES ENTRE os GRUPOS BACTERIANOS MAIs
FREQUENTEMENTE DETECTADOS

A probabilidade de ocorréncia de relagdes antagdnicas e cooperativas entre
0Ss microrganismos presentes nos espécimes clinicos foi calculada como
descrito por Hillman et al. (1985). Foram testados todos os grupos
bacterianos recuperados com freqliéncia acima de 20%. O risco relativo de
se detectar a amostra teste na presenca da efetora foi calculado pela
proporcao de sitios onde a amostra teste foi encontrada juntamente com a
amostra efetora dividido pelo nimero de sitios onde a amostra teste estava
presente sem a efetora. Valores superiores a 2,0 e inferiores a 0,5

indicavam associacdo positiva e negativa, respectivamente.

60 http:/www.cdc.gov/epiinfo
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5 RESULTADOS

5.1 EsTuDO MICROBIOLOGICO

5.1.1 CULTURA

Entre os pacientes com periodontite cronica, a taxa média de recuperacao
de bastonetes anaerdbios produtores de pigmento negro foi de 3,03 x 10°
UFC/ml (de 2,0 x 103 a 3,0 x 107), o numero médio de UFC tipicas de E.
corrodens foi de 1,51 x 10°/ml (de 1,0 x 10* a 9,0 x 10°) e a taxa de
isolamento de Fusobacterium spp. foi de 4,9 x 10° UFC/ml (de 2 x 102 a 5,2
x 106) (GRAF. 1).

Para os pacientes com periodontite agressiva, a taxa média de isolamento
de bastonetes anaerdbios produtores de pigmento negro, E. corrodens e
Fusobacterium spp. foi de 1,3 x 10® UFC/ml (de 2,0 x 10*a 1,2 x 107), 6,87
x 10* UFC/ml (de 4,0 x 102 a 4,6 x 10°) e de 3,3 x 10> UFC/ml (de 3,0 x 103
a 4,7 x 106), respectivamente (GRAF. 2).

No que se refere aos individuos com periodonto saudavel, as taxas médias
de isolamento foram menores que as observadas nos pacientes com
periodontite: de 3,0 x 103 UFC/mI para Fusobacterium (de 3,0 x 102 a 6,0 x
10%) e de 3,0 x 103 UFC/ml (de 4,0 x 10! a 9,0 x 10%) para E. corrodens
(GRAF. 3).
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Referente ao grupo de pacientes com periodontite cronica, P.
intermedia/nigrescens foi isolada de 63,3% (19/30), P. loescheii de 3,3%
(1/30), P. oralis de 3,3% (1/30), Porphyromonas spp. de 10,0% (3/30), F.
nucleatum de 73,3% (22/30), Fusobacterium varium de 26,7% (8/30), E.
corrodens de 10,0% (3/30) e Actinobacillus actinomycetemcomitans de
16,7% (5/30) (TAB. 1).

Considerando-se o0os pacientes com  periodontite agressiva, P.
intermedia/nigrescens foi recuperada de 80,0% (24/30), P. oralis de 13,3%
(4/30), P. loescheii de 13,3% (4/30), Porphyromonas spp. de 10,0%
(3/30), F. nucleatum de 33,3% (10/30), F. varium de 6,7% (2/30), E.
corrodens de 20,0% (6/30) e A. actinomycetemcomitans de 26,7% (8/30)
(TAB. 1).

No que se refere ao grupo com periodonto saudavel, F. nucleatum e E.
corrodens foram isolados de 16,7% (5/30) e de 6,6% (2/30) individuos,

respectivamente (TAB. 1).

Observou-se  associacao  estatisticamente  significativa entre P.
intermedia/nigrescens e periodontite crénica (p < 10°, OR = nao
determinada; IC 95% = nao determinado) e periodontite agressiva (p <
10%; OR = ndo determinada; IC 95% = nao determinado). Nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa quando pacientes com
periodontite agressiva foram comparados com pacientes com periodontite
crénica (p = 0,25; OR = 0,4; IC 95% = 0,1 a 1,6). F. nucleatum estava
estatisticamente associado com periodontite cronica (p < 103, OR = 13,8;
IC 95% = 3,4 a 59,8), mas nao se mostrou associado com periodontite
agressiva (p = 0,23; OR = 2,5; IC 95% = 0,6 a 10,8). De forma
semelhante, F. varium estava associado apenas com periodontite crénica (p
= 0,005; OR = ndo determinada; IC 95% = nao determinado). Associacao
estatisticamente significativa foi observada entre A. actinomycetemcomitans
e periodontite agressiva (p = 0,005; OR = ndo determinada; IC 95% = nao
determinado), mas nao entre o microrganismo e periodontite crénica (p =
0,05; OR = ndo determinada; IC 95% = nao determinado) (TAB. 2). P.

oralis, P. loescheii, Porphyromonas spp. e E. corrodens nao estavam
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estatisticamente associados com qualquer das duas formas de periodontite

estudadas.

TABELA 1 - Freqliéncia de microrganismos isolados de espécimes

subgengivais de pacientes com periodontite e de individuos com periodonto

saudavel.
Numero de individuos (%) com:
Microrganismo Periodontite Periodontite Periodonto
crbonica agressiva saudavel Total
Prevotella intermedia/ 19 24 43
nigrescens (63,3) (80,0) 0 (47,0)
Prevotella 1 4 5
oralis (3,3) (13,3) 0 (5,5)
Prevotella 1 4 5
loescheii (3,3) (13,3) 0 (5,5)
3 3 6
Porphyromonas spp. (10,0) (10,0) 0 6.7)
Fusobacterium nucleatum 22 10 ° 37
(73,3) (33,3) (16,7) (41,1)
Fusobacterium varium ° g 0 10
(26,7) (6,7) (11,1)
Eikenella 3 6 2 11
corrodens (10,0) (20,0) (6,7) (12,2)
Actinobacillus 5 8 0 13

actinomycetemcomitans (16,7) (26,7) (14,4)
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TABELA 2 - Associacao entre periodontopatégenos putativos, detectados

por cultura microbioldgica, e status periodontal.

Periodontite

Microrganismo Cronica Agressiva
p OR IC95% p OR IC95%
Prevotella
intermedia/ < 10° ND ND < 10® ND ND
nigrescens
Fusobacterium
<103 13,8 3,4a59,8 0,23 2,5 0,6 a 10,8
nucleatum
Fusobacterium
) 0,005 ND ND 0,20 2,5 0,5a12,8
varium
Actinobacillus
actinomycetem- 0,005 ND ND 0,005 ND ND
comitans

OR: odds ratio, IC: intervalo de confianga, ND: ndo detectavel

Bastonetes anaerdbios produtores de pigmento negro foram isolados de
espécimes subgengivais de 21 (70,0%) pacientes com periodontite cronica
e de 25 (83,3%) com periodontite agressiva, em meios de cultura seletivo e
nao seletivo. No que se refere ao KLB, o género Prevotella foi recuperado de
24 (52,2%) dos 46 espécimes, sendo 2 de pacientes com periodontite
cronica e 22 daqueles com periodontite agressiva. Porphyromonas sp. foi
cultivada a partir de apenas 1 (2,2%) espécime, obtido de paciente com
periodontite cronica. Prevotella spp. e Porphyromonas spp. foram isoladas,
em BA-S, de 38 (82,6%) e 5 (10,9%) espécimes clinicos, respectivamente.
Entre eles, Prevotella spp. foi recuperada de amostras obtidas de 17
pacientes com periodontite crénica e de 21 com a forma agressiva da
doenca e Porphyromonas spp. de espécimes subgengivais de 2 pacientes

com periodontite cronica e de 3 com periodontite agressiva.

No que se refere a identificacdo de bastonetes anaerdbios produtores de
pigmento negro, observou-se que, por testes bioquimicos convencionais,

73,4% (212/289) das amostras foram identificadas como P.
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intermedia/nigrescens, 18,3% (53/289) como Porphyromonas spp. e 8,3%
(24/289) como Prevotella spp. Quando o kit RAPID ID 32A foi utilizado,
89,6% (259/289) das amostras isoladas foram identificadas como P.
intermedia/nigrescens, 4,8% (14/289) como P. oralis, 2,8% (8/289) como
P. loescheii e 2,8% (8/289) como Porphyromonas spp. Observou-se que
84,9% (45/53) das amostras reconhecidas como Porphyromonas spp., por
testes bioquimicos convencionais, foram identificadas pelo RAPID ID 32A
como P. intermedia/nigrescens. A identificacdo de P. loescheii e P. oralis s
foi possivel com o uso do kit RAPID ID 32A.

5.1.2 METODO GENETICO

rDNA 16S foi detectado em todos os espécimes estudados, tanto de

pacientes com periodontite como de individuos com periodonto saudavel.

A pesquisa de A. actinomycetemcomitans e de P. gingivalis ndo pbdde ser
realizada empregando-se PCR. As reacgOes utilizadas nao apresentaram
sensibilidade e especificidade adequadas, mesmo com as alteracoes

introduzidas nos protocolos propostos.

P. intermedia, P. nigrescens, Fusobacterium spp. (F. nucleatum, F.
periodonticum e F. mortiferum), E. corrodens, T. forsythensis e T. denticola
foram detectados, por PCR, em espécimes subgengivais de 42,9% (12/28),
73,3% (22/30), 96,2% (25/26), 93,3% (28/30), 76,7% (23/30) e 96,7%

(29/30) dos pacientes com periodontite cronica, respectivamente (TAB. 3).

No grupo de pacientes com periodontite agressiva, P. intermedia foi
detectada em 55,1% (16/29), P. nigrescens em 72,4% (21/29),
Fusobacterium spp. em 88,0% (22/25), E. corrodens em 86,2% (25/29), T.
forsythensis em 63,3% (19/30) e T. denticola em 90,0% (27/30) das

amostras subgengivais (TAB. 3).



71

No que se refere a individuos com periodonto saudavel, Fusobacterium spp.,
E. corrodens, T. forsythensis e T. denticola foram detectados,
respectivamente, em 7,1% (2/28), 66,7% (20/30), 13,3% (4/30) e 26,7%
(8/30) dos espécimes subgengivais (TAB. 3).

TABELA 3 - Freqiéncia de deteccao de microrganismos em espécimes
subgengivais de pacientes com periodontite e de individuos com

periodonto saudavel por PCR.

Numero de individuos (%) com

Microrganismo Periodontite  Periodontite Periodonto Total

cronica agressiva saudavel
Prevotella 12a/28b 16/29 0/30 28/87
intermedia (42,9) (55,1) (32,2)
Prevotella 22/30 21/29 0/30 43/89
nigrescens (73,3) (72,4) (48,3)
Fusobacterium 25/26 22/25 2/28 49/79
spp. (96,2) (88,0) (7,14) (72,0)
28/30 25/29 20/30 73/89

Eikenella corrodens

(93,3) (86,2) (66,7) (82,0)
Tannerella 23/30 19/30 4/30 46/90
forsythensis (76,7) (63,3) (13,3) (51,1)
Treponema 29/30 27/30 8/30 61/90
denticola (96,7) (90,0) (26,7) (67,8)

a: individuos cujo resultado foi positivo, P: individuos estudados

Todos 0s microrganismos pesquisados estavam estatisticamente associados
com as formas agressiva e cronica de periodontite, exceto no que se refere
a E. corrodens, que se mostrou associada apenas com periodontite crbnica.

Estes resultados encontram-se na tabela 4.
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TABELA 4 - Associacao entre periodontopatégenos putativos, detectados

por PCR, e status periodontal.

Periodontite

Microrganismo Cronica Agressiva
p OR IC95% p OR IC95%
Prevotella
<103 ND ND <10% ND ND
intermedia
Prevotella
<10% ND ND <10% ND ND
nigrescens
Fusobacterium
< 10% 325,0 23,1a13796,9 < 10% 95,3 11,9a1035,6
spp.
Eikenella
0,02 7,0 1,25a 70,3 0,14 3,1 0,74 a 15,5
corrodens
Tannerella
<104 21,4 4,8a107,1 <103 11,2 2,7 a 53,6
forsythensis
Treponema
< 10> 79,8 9,2a3399,0 < 10% 24,8 5,1a151,3
denticola

OR: odds ratio, IC: intervalo de confianga, ND: ndo detectavel

No grupo de pacientes com periodontite cronica, P. intermedia foi
detectada, na maioria dos espécimes, até a diluicdo 102, Fusobacterium
spp. até 10!, P. nigrescens até 10!, E. corrodens até 1072, T. forsythensis
até 103 e T. denticola até 103 (TAB. 5).

Na maioria dos espécimes de pacientes com periodontite agressiva,
Fusobacterium spp. foi detectado até a diluicdo 10, P. intermedia até 10
2, E. corrodens até 1072, P. nigrescens até 107!, T. forsythensis até 103 e T.
denticola até 10* (TAB. 6).

Nos individuos com periodonto saudavel, Fusobacterium spp. e T.
forsythensis foram detectados, respectivamente, até as diluicdes 10t e 10
3. Na maioria destes espécimes, E. corrodens foi identificada, até a diluicao
10! e T. denticola até 102 (TAB. 7).
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TABELA 5 - Maior diluicdo na qual cada periodontopatégeno putativo foi
detectado, por PCR, em espécimes subgengivais de pacientes com

periodontite cronica.

Espécies Sem
. 101 102 103 10 10
bacterianas diluicao

Prevotella 25,0% 8,3% 66,7%

0 0
intermedia (33/12%)  (1/12) (8/12)
Prevotella 22,7% 59,1% 0 18,2% 0 0
nigrescens (5/22) (13/22) (4/22)
Fusobacterium 28,0% 72,0%
0 0 0 0
spp. (7/25) (18/25)
Eikenella 14,3% 17,9% 39,3% 21,4% 0 0
corrodens (4/28) (5/28) (11/28) (6/28)
Tannerella 21,7% 78,3%
0 0 0 0
forsythensis (5/23) (18/23)
Treponema 0 3,4% 20,7%  44,8% 17,2% 13,8%
denticola (1/29) (6/29) (13/29) (5/29) (4/29)

a: individuos cujo resultado foi positivo, ?: individuos estudados
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TABELA 6 — Maior diluicdo na qual cada periodontopatégeno putativo foi
detectado, por PCR, em espécimes subgengivais de pacientes com

periodontite agressiva.

Espécies Sem

bacterianas diluicao 10% 107 107 107 10”

Prevotella 6,3% 6,3% 87,5% 0 0
intermedia (13/16°) (1/16) (14/16)

Prevotella 57,1% 4,8% 28,6% 4,8%
nigrescens 0 (12/21) (1/21) (6/21) (1/21) 0

Fusobacterium 22,7% 77,3%
spp. (5/22) (17/22) 0 0 0
Eikenella 4,0% 12,0% 44,0% 40,0% 0

corrodens (1/25) (3/25) (11/25) (10/25)

Tannerella 10,5% 10,5% 5,3% 63,2% 10,5% 0
forsythensis (2/19)  (2/19) (1/19) (12/19) (2/19)
Treponema 0 14,8% 7,4% 14,8% 40,7%  22,3%

denticola (4/27)  (2/27) (4/27) (11/27) (6/19)

a: individuos cujo resultado foi positivo, ?: individuos estudados

O nivel de deteccdo de microrganismos nos dois grupos de pacientes com
periodontite foi semelhante, exceto para T. denticola, que foi identificada

em diluicao mais elevada no grupo de pacientes com periodontite agressiva.

Quando os niveis de deteccdao de periodontopatégenos em individuos com
periodonto sadio foram comparados com aqueles dos pacientes com
periodontite, observou-se que Fusobacterium spp. e T. forsythensis
estavam presentes em niveis semelhantes nos trés grupos de individuos. E.
corrodens foi detectada em niveis mais altos nos dois grupos de pacientes

com periodontite (TAB. 7).
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TABELA 7- Maior diluicdo na qual cada periodontopatégeno putativo foi
detectado, por PCR, em espécimes subgengivais de pacientes com

periodonto saudavel.

Espécies

Sem diluicao 10! 102 103
bacterianas
100,0%
Fusobacterium spp. 0 0 0
(2/2)
15,0% 35,0% 30,0% 20,0%
Eikenella corrodens
(33/20°) (7/20) (6/20) (4/20)
Tannerella 100,0%
0 0 0
forsythensis (4/4)
Treponema
12,5% (1/8) 0 62,5% (5/8) 25,0% (2/8)
denticola

a: individuos cujo resultado foi positivo, ?: individuos estudados

5.2 COMPARAGCAO ENTRE RESULTADOS DOS METODOS MICROBIOLOGICO

CLASSICO E GENETICO

Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo da
cultura, quando comparada com PCR, e da PCR, quando se
considerou a cultura como padrao ouro, encontram-se nos quadros 4

e 5, respectivamente.
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QUADRO 4 - Sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e

negativo da cultura quando comparada com a PCR, em pacientes com

periodontite ou com periodonto saudavel.

Valor preditivo

Status Sensibilidade | Especificidade
Microrganismo Negativo
periodontal (%) (%) Positivo (%)
(%)
Prevotella
69,2 75,0 94,7 27,3
intermedia/nigrescens
Periodontite
R Fusobacterium
Cronica 72,0 NC 94,7 NC
nucleatum
Eikenella corrodens 10,7 100,0 100,0 7,4
Prevotella
80,7 33,3 91,3 16,7
Periodontite | intermedia/nigrescens
Agressiva Fusobacterium spp. 36,6 33,3 80,0 6,7
Eikenella corrodens 20,0 75,0 83,3 13,0
Prevotella
) o NC 100,0 NC 1,0
intermedia/nigrescens
Periodonto
. Fusobacterium
Saudavel 50,0 84,6 25,0 95,7
nucleatum
Eikenella corrodens 5,0 90,0 50,0 32,1

NC: ndo calculavel.
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QUADRO 5 - Sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e

negativo da PCR quando comparada com a cultura, em

pacientes com periodontite ou com periodonto saudavel.

Valor preditivo

Status Sensibilidade( | Especificidade
Microrganismo Negativo
periodontal %) (%) Positivo (%)
(%)
Prevotella
94,7 27,3 69,2 75,0
intermedia/nigrescens
Periodontite
R Fusobacterium
Cronica 94,7 NC 72,0 NC
nucleatum
Eikenella corrodens 100,0 7,4 10,7 100,0
Prevotella
91,3 16,7 80,7 33,3
Periodontite | intermedia/nigrescens
Agressiva Fusobacteirum spp. 80,0 6,7 36,4 33,3
Eikenella corrodens 83,3 13,0 20,0 75,0
Prevotella
) o NC 100,0 1,0 NC
intermedia/nigrescens
Periodonto
. Fusobacteirum
Saudavel 20,0 05,7 50,0 84,6
nucleatum
Eikenella corrodens 50,0 32,1 5,0 90,0

NC: ndo calculavel

Os resultados obtidos, quando se comparou a eficiéncia da PCR e a cultura

microbioldgica, independente do status periodontal, estdao apresentados nos

quadros 6, 7 e 8.
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QUADRO 6 -Deteccdo de Prevotella intermedia/nigrescens em espécimes

subgengivais de individuos com e sem periodontite por cultura e PCR.

Cultura
PCR Positiva Negativa Total
no (%) no (%)
Positiva 39 (43,8%) 13 (14,6%) 52
Negativa 3 (3,4%) 34 (38,2%) 37
Total 42 47 89
QUADRO 7 -Deteccao de Fusobacterium nucleatum espécimes

subgengivais de individuos com e sem periodontite por cultura e PCR.

Cultura
PCR Positiva Negativa Total
no (%) n° (%)
Positiva 27 (34,2%) 22 (27,8%) 49
Negativa 7 (8,9%) 23 (29,1%) 30
Total 34 45 79
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QUADRO 8 -Deteccao de Eikenella corrodens em espécimes subgengivais

de individuos com e sem periodontite por cultura e PCR.

Cultura
PCR Positiva Negativa Total
no (%) no (%)
Positiva 9 (10,1%) 64 (71,9%) 73
Negativa 2 (2,3%) 14 (15,7%) 16
Total 11 78 89

5.3 ASSOCIACOES ENTRE GRUPOS MICROBIANOS MAIS FREQUENTEMENTE

DETECTADOS

Os valores relativos a associagdes positivas e negativas detectadas entre os

grupos bacterianos mais freqlientemente recuperados por cultura
microbiolégica dos pacientes com periodontite estdo listados nas tabelas 8 e
9. Em relagcdo aos pacientes com periodontite cronica, observou-se
associacdo positiva entre F. varium e F. nucleatum (OR = 2,46).
Associacoes negativas, detectadas somente nos pacientes com periodontite
agressiva, foram observadas entre F. nucleatum e E. corrodens (OR =
0,43), E. corrodens e F. nucleatum (OR = 0,40), E. corrodens e A.
actinomycetemcomitans (OR = 0,00) e A. actinomycetemcomitans e E.

corrodens (OR = 0,00).
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TABELA 8 - Valores relativos a associacdes entre grupos bacterianos
isolados de pacientes com periodontite cronica.

Grupos bacterianos associados

Grupos bacterianos _Prevote/l.a Fusobacterium  Fusobacterium
intermedia/ )
) nucleatum varium

nigrescens

. Pre_vote_//a ) 0,78 1,27

intermedia/nigrescens

F .
usobacterium 0,82 ) 1,30
nucleatum
Fusobacterium varium 1,78 2,46 -

Tabela 9 - Valores relativos a associacdes entre grupos bacterianos
isolados de pacientes com periodontite agressiva.

Grupos

. Grupos bacterianos associados
bacterianos

Prevotella Fusobacterium Eikenella Ac.t/nobaCII/us
. . . actinomycetem
intermedia/nigrescens nucleatum corrodens .
comitans
Prevotella
Intermedia - 0,67 1,05 1,14
nigrescens
Fusobacterium 0,58 ) 0,43 0,69
nucleatum
Eikenella 1,31 0,40 ) 0
corrodens
Actinobacillus
actinomycetem 1,81 0,66 0 -
comitans

Empregando-se os dados do diagndstico por PCR para calculo de
associacOes, relagcdes negativas foram mais detectadas no grupo com

periodontite cronica e associagdes positivas no grupo com agressiva.

Nos pacientes com periodontite cronica, foram observadas associacdes
antagobnicas entre P. nigrescens e P. intermedia (OR = 0,44), T. denticola e
T. forsythensis (OR = 0,41) e P. intermedia e T. denticola (OR = 0,38)
(TAB. 10).
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Nos individuos com periodontite agressiva, associacdes positivas foram
observadas entre T. forsythensis e E. corrodens (OR = 2,72), E. corrodens e
T. denticola (OR = 2,69), P. intermedia e E. corrodens (OR = 2,40), P.
nigrescens e Fusobacterium spp. (OR = 2,06), T. forsythensis e
Fusobacterium spp. (OR = 2,06) e T. forsythensis e T. denticola (OR =
2,02). A Unica associacao negativa detectada neste grupo de pacientes foi
entre T. denticola e T. forsythensis (OR = 0,31) (TAB. 11).

Em relagdo aos individuos com periodonto saudavel, relacao positiva foi
detectada apenas entre T. denticola e E. corrodens (OR = 3,5) (TAB. 12).

Tabela 10 - Valores relativos a associacoes entre grupos bacterianos,
detectados por PCR, em espécimes subgengivais de pacientes
com periodontite cronica.

Grupos bacterianos associados

G
bactr:r?:rs\os Prevotella Prevotella  Fusobacterium Eikenella T. T.
intermedia nigrescens spp. corrodens forsythensis denticola
Prevotella ; 0,72 NC NC 1,48 0,38
intermedia
Prevotella 0,44 - 0,68 0,71 1,10 0,72
nigrescens
Fusobacterium
1,04 0,82 - 1,71 0,96 0,82
spp.
Eikenella 1,17 0,90 0,96 . 0,91 0,93
corrodens
Tannerella 1,20 0,96 NC 0,75 ; 0,76
forsythensis
Treponema 1,23 0,95 0,96 0,96 0,41 ;
denticola

NC: ndo calculavel
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Tabela 11 - Valores relativos a associagbes entre grupos bacterianos,

detectados por PCR,

periodontite agressiva.

em espécimes subgengivais de pacientes com

Grupos bacterianos associados

Grupos
Prevotella Prevotella  Fusobacteri Eikenella Tannerella Treponema
bacterianos
intermedia nigrescens um spp. corrodens forsythensis denticola
Prevotella
- 1,14 1,67 2,40 0,96 NC
intermedia
Prevotella
1,08 - 2,06 0,96 0,78 1,76
nigrescens
Fusobacterium
1,07 1,20 - 1,52 1,25 1,10
spp.
Eikenella
1,21 0,98 1,28 - 1,22 2,69
corrodens
Tannerella
1,01 0,52 2,06 2,72 - 2,02
forsythensis
Treponema
1,29 1,02 0,90 1,92 0,31 -
denticola

NC: ndo calculavel

TABELA 12 -Valores
detectados por PCR,

periodonto saudavel.

relativos a associagbes entre grupos bacterianos,

em espécimes subgengivais de

individuos com

Grupos bacterianos

Grupos bacterianos associados

Eikenella corrodens

Treponema denticola

Eikenella corrodens

Treponema denticola

3,5

1,49
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6 DISCUSSAO

6.1 METODOS EMPREGADOS

As alteracOes qualitativas e quantitativas da microbiota da cavidade oral
associadas a génese da doencga periodontal tém intrigado os investigadores
ha mais de 20 anos. Embora diversos aspectos da etiopatogenia da doenca
tenham sido elucidados, o conhecimento do tema ¢é, ainda, limitado.
Investigagbes que contribuam para o esclarecimento da biologia dos
microrganismos envolvidos e de sua interacdo com o hospedeiro,
certamente, fornecerdo subsidios para o delineamento de estratégias de
prevencao e controle da doenca e para abordagem terapéutica adequada

dos pacientes (TANNER e BOULDIN, 1989).

Admite-se, atualmente, que as doengas periodontais sdo infeccOes
polimicrobianas de natureza enddgena (NISHIHARA e KOSEKI, 2004). Segundo
Moore e Moore (1994) mais de 500 diferentes taxa bacterianos sao
observados na placa subgengival e, segundo Perea (2004), estima-se que,
com a utilizacdo de métodos genéticos, cerca de 700 espécies poderiam
compor a microbiota oral. Estudos empregando método de ribotipagem
evidenciaram que mais de 100 espécies bacterianas presentes neste
biofilme nao foram, ainda, cultivadas (TANNER et al., 1994; HARPER-OWEN et
al., 1999). Assim, ndao se pode descartar a possibilidade de que
microrganismos ainda ndo associados a doenga periodontal venham a ser

reconhecidos como periodontopatégenos (NISHIHARA e KOSEKI, 2004).

Neste estudo, espécime subgengival foi obtido de pelo menos um sitio de
cada quadrante da cavidade oral dos pacientes, de preferéncia daquele que
apresentava bolsa periodontal com maior profundidade. N&o existe
consenso no que se refere a quantidade de sitios que devem ser
amostrados para avaliagao da microbiota periodontal. Assim, Wahlfors et al.

(1995) analisaram apenas um sitio, Albandar et al. (1997) avaliaram dois
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sitios de cada paciente, Slots et al. (1995), Ashimoto et al. (1996), Riggio
et al. (1996) e Rams et al. (1997) relataram que é necessaria a analise de
pelo menos trés sitios. Para Conrads et al. (1996), Van Steenbergen et al.
(1996) e Tran e Rudney (1996, 1999), placa subgengival deve ser coletada
de quatro sitios. J& Von Troil-Lindén et al. (1995) e Paolantonio et al.
(2000) avaliaram seis sitios de cada paciente. De acordo com Chen e Slots
(1999), o numero de espécimes necessario para deteccdo de um
determinado microrganismo varia de acordo com a espécie a ser
investigada. Independentemente do numero de sitios amostrados, os

autores concordam que os sitios mais profundos devem ser analisados.

Além do microrganismo alvo e das medidas clinicas de profundidade da
bolsa periodontal, a escolha do sitio a ser amostrado deve considerar o tipo
de doenca periodontal. Mombelli et al. (1991) relataram que quatro
espécimes subgengivais, um de cada quadrante, devem ser coletados para
a deteccdo de P. gingivalis. Christersson et al. (1992) demonstraram que
amostragem de pelo menos trés bolsas periodontais com, no minimo, 5mm
de profundidade confere probabilidade de 95% de deteccdo desse
microrganismo. Para a deteccdo de A. actinomycetemcomitans em
pacientes com periodontite crénica, pode ser requerido um minimo de 25

espécimes de sitios aleatdrios (CHRISTERSSON et al., 1992).

Diversos tipos de espécimes podem ser empregados para deteccdao de
microrganismos associados a doenga periodontal, entre eles, amostras
obtidas de escovas de dentes (OkADA et al., 2000), saliva estimulada (VON
TROIL-LINDEN et al., 1995), raspado de mucosa oral (LAMELL et al., 2000) e
placa dental supragengival e subgengival (FLEMMIG et al., 1995; SLOTS et al.,
1995; TRAN e RUDNEY, 1999). No presente estudo, os espécimes clinicos

foram obtidos de sulco gengival e de bolsa periodontal.

A colheita de amostras utilizando curetas periodontais (SOCRANSKY et al.,
1991; LOESCHE et al., 1992; CONRADS e BRAUNER 1993; LISTGARTEN et al.,
1995; VON TROIL-LINDEN et al., 1995; RIGGIO et al., 1996; TRAN E RUDNEY,
1996; WATANABE e FROMMEL, 1996; TRAN E RUDNEY, 1999) e cones de papel
absorvente (FARIAS et al., 1986; GUNSOLLEY et al., 1990; CHRISTERSSON et al.,
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1992; PREUS et al., 1992; SLOTS et al., 1995; ASHIMOTO et al., 1996; LOPEZ
et al., 1996; ALBANDAR et al., 1997; RAMS et al., 1997; TINOCO et al., 1997;
PAOLANTONIO et al., 2000) tem sido descrita por muitos pesquisadores.
Moore et al. (1985) demonstraram que nao houve diferenca entre os dois
métodos de amostragem. No presente estudo, o material analisado
consistiu de pool de placa subgengival, obtida com cones de papel e com
curetas periodontais, com o objetivo de aumentar a chance de recuperacgao

bacteriana.

Numerosas tentativas de associacdo entre determinadas bactérias da
microbiota oral e status periodontal, inclusive de identificagao de
marcadores de evolucdo da doenca, tém sido realizadas (MAIDEN et al.,
1990; DAHLEN, 1993; PAPAPANOU, 1998). Para deteccdo dos microrganismos
envolvidos, metodologias bacterioldgica classica, imunoldgica e de genética

molecular tém sido empregadas.

Neste estudo, foram utilizadas cultura e PCR, visando avaliar sensibilidade e

especificidade dos métodos na deteccdo de periodontopatégenos putativos.

A cultura é o método mais freqlientemente utilizado como referéncia para
avaliacdo da eficiéncia de novas técnicas de deteccao de microrganismos.
Apesar do desenvolvimento recente de métodos genéticos e imunoldgicos, a
cultura continua sendo importante para a caracterizagdo da microbiota
subgengival, especialmente porque permite a anadlise quantitativa dos
principais microrganismos presentes nos espécimes, é o método
habitualmente empregado para avaliagao, in vitro, da susceptibilidade a
antimicrobianos dos patdgenos periodontais e, apds terapia periodontal,
pode ser utilizado para avaliagdo dos niveis de microrganismos viaveis e
nao de antigenos ou DNA bacteriano, eventualmente, originados de células
mortas, incapazes de dar origem ao processo infeccioso (CHEN e SLOTS,
1999).

A PCR é uma técnica de execugdo rapida, que permite a anadlise simultdnea
de um grande numero de espécimes. O método apresenta sensibilidade e

especificidade elevadas, porém ndo diferencia organismos vidveis de
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invidveis. A avaliacdo quantitativa dos microrganismos presentes € possivel
pelo emprego de uma variagcao da técnica, denominada real-time PCR (TRAN
e RUDNEY, 1996; WATANABE e FROMMEL, 1996; CHEN e SLOTS, 1999; TRAN e
RUDNEY, 1999; OkADA et al., 2000) que, além de onerosa, ndo se encontra

disponivel na maioria dos laboratérios brasileiros.

Os espécimes clinicos foram mantidos em freezer -86°C até o momento da
extracao do DNA. Procedimento similar foi utilizado por Conrads et al.
(1996), Watanabe e Frommel (1996) e Tran e Rudney (1999). No entanto,
Wahlfors et al. (1995) enfatizaram que, para PCR, as amostras devem ser
processadas imediatamente, pois congelamento e descongelamento do
material podem levar a diminuicao da sensibilidade do método. No presente
estudo, as amostras foram descongeladas apenas uma vez, 0 que minimiza

a interferéncia do procedimento.

Primers especificos para deteccdo de rDNA 16S tém sido amplamente
empregados, devido a ocorréncia universal do gene nas eubactérias e a
existéncia, na sua estrutura, de seqliéncias conservadas e hipervariaveis,
permitindo a identificagdo de microrganismos em diferentes niveis
taxonomicos (WAHLFORS et al., 1995; CONRADS et al., 1996; TRAN e RUDNEY,
1996; ZAMBON et al., 1996; TRAN e RUDNEY, 1999; OKADA et al., 2000). Além
disto, possibilita a deteccdo de microrganismos nao cultivaveis, que nao
foram, ainda, descritos ou cuja identificacdo pelo método microbiolédgico

classico é dificil (AsHIMOTO et al., 1996).

6.2 ESTUDO MICROBIOLOGICO

6.2.1 CULTURA MICROBIOLOGICA

A taxa média de isolamento de bastonetes anaerdbios produtores de

pigmento negro de pacientes com periodontite foi de, aproximadamente,
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10® UFC/ml, tanto no meio de cultura seletivo, como no meio ndo seletivo.
Em relacdao a E. corrodens, a média de crescimento encontrada foi maior
nos espécimes obtidos de pacientes com periodontite cronica (cerca de 10°
UFC/ml) que nos de individuos com periodonto saudavel (cerca de 103
UFC/ml). Em relacdo a F. nucleatum, a média de crescimento foi
semelhante nos espécimes obtidos de pacientes com periodontite cronica e
agressiva (cerca de 105 UFC/ml) (GRAF. 1, 2 e 3).

Embora meio de cultura seletivo (TSBV) tenha sido empregado para o
isolamento de A. actinomycetemcomitans, ndo foi possivel avaliar a
concentracdo do microrganismo nos espécimes estudados, ja que outras
espécies bacterianas, também capazes de se multiplicar neste meio,
formam colbénias com caracteristicas macroscdpicas semelhantes. A
obtencdo de cultura pura de A actinomycetemcomitans foi realizada a partir
de colbnias nas quais a imagem de estrela foi observada ao microscépio.
Como a realizacao deste exame em todas as col6nias ndo era possivel, a

contagem do numero de colénias do microrganismo nao foi realizada.

Neste estudo, E. corrodens e F. nucleatum foram as Unicas espécies
detectadas por cultura microbiolégica nos espécimes obtidos de individuos
com periodonto saudavel e, ainda assim, em concentragao inferior aquela

encontrada nos pacientes com periodontite.

Dados relatados na literatura demonstram que uma mesma espécie
bacteriana pode ser encontrada na placa subgengival de individuos com
salde ou com doenca periodontal; entretanto, a proporcdao e os niveis de
cada espécie podem ser bastante distintos. No estudo de Lyons et al.
(2000), empregando técnica de cultivo microbiano, foi observado alto nivel
de P. gingivalis nos espécimes de pacientes com periodontite, quando

comparado com aqueles obtidos de individuos saudaveis.

N3o sO a identificacdo de periodontopatdégenos, mas a analise quantitativa
destes microrganismos é importante para estabelecimento do diagndstico,
avaliacdo da terapéutica e de fatores de risco para o desenvolvimento de

doenca periodontal. Entretanto, poucas técnicas estdo disponiveis para
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avaliacao quantitativa da microbiota subgengival. Acredita-se que diversos
componentes da microbiota indigena, principalmente aqueles encontrados
em niveis populacionais menores, ndo estejam relacionadas a
etiopatogénese da doenca periodontal. Apesar de a contagem de colbnias
ser o método mais utilizado na andlise quantitativa da placa subgengival,
esta técnica tem eficiéncia limitada, devido, entre outros fatores, a
complexidade desta microbiota e a presenca de microrganismos fastidiosos.
Com isso, pode-se obter resultados que demonstram maior nimero de
microrganismos menos exigentes e com crescimento mais rapido que nao
sao, na verdade, membros dominantes da microbiota (NONNENMACHER et al.,
2004).

Recentemente, foi proposto um novo método genético, real-time PCR, que
permite a realizacdo de estudos quantitativos com precisdo. A técnica é
altamente sensivel e especifica para a deteccao e quantificacdo de bactérias
presentes na placa subgengival (KAWADA et al., 2004; KUBONIWA et al.,
2004; NONNENMACHER et al., 2004; Suzuki et al., 2004). Além disto,
dispensa a realizagdo de eletroforese para deteccao dos produtos

amplificados.

Neste estudo, T. forsythensis e T. denticola nao foram analisados por
cultura microbioldgica. Problemas no cultivo de T. forsythensis sao relatados
em varios estudos, que sugerem a imprecisdao desta técnica, por se tratar
de um microrganismo anaerdbio obrigatério fastidioso (LOESCHE et al.,
1992; LISTGARTEN et al., 1995; ALl et al., 1996; TANNER et al., 1998) e de
caracterizacdo bioquimico-fisioldgica muito dificil (TANNER et al., 1979;
DzINK et al., 1985). Apesar de ser considerado de dificil crescimento, Wyss
(1989) e Braham e Moncla (1992) descreveram métodos para cultivo desta
espécie bacteriana, utilizando meios de cultura suplementados com acido N-
acetilmuramico. Outro fator limitante encontrado, nesse estudo, foi a
auséncia de caracteristicas morfocoloniais especificas que permitissem sua
selecdao para a obtencdao de cultura pura. Em relacao aos treponemas orais,
sete espécies tém sido cultivadas e classificadas, incluindo T. denticola

(DEWHRIST et al., 2000). Entretanto, estes microrganismos sao de
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crescimento fastidioso, com exigéncias nutricionais complexas e com
marcada sensibilidade a inibicao do crescimento (Wyss et al., 1996). Meios
de cultivo contendo antimicrobianos tém sido propostos para o isolamento
destes treponemas; entretanto dados da literatura mostraram que algumas
linhagens podem ser sensiveis a polimixina e acido nalidixico,
antimicrobianos comumente utilizados nestes meios seletivos (UMEDA et al.,
1990; QU et al., 1994).

Investigando a prevaléncia de periodontopatdégenos putativos, por cultura
microbioldgica, pode-se, neste  estudo, demonstrar  associagao
estatisticamente significativa entre P. intermedia/nigrescens, F. nucleatum e

F. varium e periodontite cronica (TAB. 2).

P. intermedia/nigrescens foi recuperada de 63,3% dos pacientes com
periodontite crbnica, como mostrado na tabela 1, resultado semelhante
aquele descrito por Ali et al. (1996) que, avaliando pacientes com a mesma
condicdo clinica e empregando metodologia semelhante, isolaram P.
intermedia de 54,5% dos pacientes analisados. Nos estudos de
Nonnenmacher et al. (2001), P. intermedia foi a espécie bacteriana
recuperada mais freqlentemente, constituindo 10,2% das espécies
bacterianas isoladas dos pacientes com periodontite do adulto. Dentre as
espécies bacterianas recuperadas por Dogan et al. (2003) de sitios
periodontais de pacientes com periodontite cronica, P.
intermedia/nigrescens estava presente em, aproximadamente, 85% dos
espécimes, sendo recuperada com freqliiéncia maior do que a obtida neste

estudo.

P. gingivalis é um dos microrganismos mais fortemente associados a
periodontite do adulto e parece desempenhar papel importante também em
outras formas de periodontite (VAN WINKELHOFF et al., 1988). Entretanto,
neste estudo, Porphyromonas spp. foi recuperada de apenas 10,0% dos
espécimes obtidos dos pacientes com periodontite cronica (TAB. 1). Baixa
porcentagem deste patdgeno periodontal foi também observada em outros
estudos que empregaram métodos de cultura convencionais. Rodenburg et

al. (1990) detectaram esta espécie em cerca de 8% dos pacientes, Riggio et
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al. (1996) em aproximadamente 11%, Conti et al. (1998) em 12,0% e
Nonnenmacher et al. (2001) em 6,4%. Entretanto, outros dados da
literatura descrevem uma taxa de recuperacao desta espécie bem maior do
que o encontrado. P. gingivalis foi detectada por Slots et al. (1986) em
41,5% dos sitios ativos analisados, por Slots (1986) em 48,0%, por Dzink
et al. (1988) em 22,0%, por Moore et al. (1991) em 50,0%, por Ali et al.
(1996) em 75,8%, por Yano-Higuchi et al. (2000) em 64,3%, por Lopez
(2000) em 75,0% e por Dogan et al. (2003) em 70,0%.

F. nucleatum foi isolada de 73,3% dos espécimes, sendo uma das espécies
bacterianas associadas a periodontite crénica neste estudo (TAB. 1).
Resultados semelhantes foram apresentados por Papapanou et al. (1997)
que, empregando cultura microbioldgica, encontraram esta espécie
bacteriana em cerca de 68% dos individuos sudaneses com periodontite do
adulto e em 100% dos espécimes obtidos de pacientes noruegueses com as
mesmas condicdes periodontais. Avila-Campos e Veldsquez-Meléndez
(2002), analisando uma populagao brasileira com periodontite do adulto,
detectaram esta espécie bacteriana em 90,0% dos pacientes; entretanto, F.
nucleatum nado pbéde ser associado a este quadro clinico de doenca
periodontal, pois estava presente, também, com freqliiéncia elevada, nos
individuos com periodonto saudavel (84,0%). Ali et al. (1996), utilizando
metodologia semelhante, detectaram F. nucleatum com freqiiéncia menor
do que a observada neste estudo, sendo recuperado de 52,8% dos

pacientes com periodontite do adulto.

Nao foi demonstrada relacdo entre A. actinomycetemcomitans e
periodontite cronica, tendo este microrganismo sido isolado, por cultura
microbioldgica, de 10,0% dos espécimes analisados (TAB. 1). A baixa
freqiiéncia de deteccdo desta espécie bacteriana em pacientes adultos,
utilizando esta metodologia, tem sido descrita na literatura. Yano-Higuchi et
al. (2000) e Nonnenmacher et al. (2001) recuperaram este microrganismo
de 9,0% e 4,8% dos espécimes avaliados, respectivamente. Entretanto,

dados contrastantes foram apresentados por Ali et al. (1996) e por Dogan
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et al. (2003), que detectaram A. actinomycetemcomitans em,

aproximadamente, 40% dos pacientes com este quadro periodontal.

Em relagcdo aos microrganismos envolvidos na periodontite agressiva, pode-
se observar, com o método de cultivo, a associacdo de P.
intermedia/nigrescens e A. actinomycetemcomintans com esta doenga
periodontal (TAB. 1).

A ocorréncia de P. intermedia/nigrescens nos pacientes com periodontite
agressiva, neste estudo, foi de 80,0%, como apresentado na tabela 1. Esses
dados foram semelhantes aos apresentados por Kuru et al. (1999) e Kamma et
al. (2004), que detectaram esses microrganismos em individuos com a mesma
condicao periodontal, utilizando cultura microbiologica, em 80,0% e 85,9%

dos sitios avaliados, respectivamente.

Porphyromonas spp. foi identificada em 10,0% dos individuos analisados
neste estudo (TAB.1). Em contraste, P. gingivalis foi recuperada por Kuru et
al. (1999) de 93,3% dos pacientes avaliados e por Kamma et al. (2004) de
89,4%. Dogan et al. (2003), utilizando cultura microbioldgica, detectaram
P. gingivalis em cerca de 39% dos pacientes com periodontite agressiva
localizada e em, aproximadamente, 52% dos pacientes com periodontite

agressiva generalizada.

Outra espécie bacteriana freqlientemente isolada, F. nucleatum, foi
detectada em 33,3% da populagao estudada (TAB. 1). Diferentemente
destes dados, Kuru et al. (1999) e Kamma et al. (2004) encontraram uma

maior freqliéncia de recuperacao, 76,7% e 72,7%, respectivamente.

Dados obtidos neste estudo demonstram a ocorréncia de A.
actinomycetemcomitans em 26,7% dos pacientes com periodontite
agressiva (TAB. 1), confirmando dados da literatura, que consideram esta
espécie bacteriana o principal patégeno associado a esta manifestacdo
periodontal (LISTGARTEN et al., 1981; MANDELL e SOCRANSKY, 1981; SAGLIE et
al., 1982; ZAMBON et al., 1983; SLOTS e GENCO, 1984; GUNSOLLEY et al.,
1990; WILSON e HENDERSON, 1995; ZAMBON, 1996; ALBANDAR et al, 1997;
SLOTS e TING, 1999; GRENIER e MAYRAND, 2000; PAOLANTONIO et al., 2000).
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Dados nacionais indicam existéncia de associacdo desta espécie bacteriana
a periodontite que acomete individuos jovens (FARIAS et al., 1986; AviLa-
CAMPOS et al., 1991; LIMA, 1997; TINOCO et al., 1997; MASSARA, 2001).
Prevaléncia maior de A. actinomycetemcomitans que a observada no
presente estudo foi relatada por Tinoco et al. (1997). Os autores
observaram que 80,0% dos pacientes albergavam este microrganismo nos
sitios periodontais analisados, demonstrando, assim, uma forte associacdo

desta espécie com a doenca periodontal em pacientes adultos jovens.

Alguns estudos demonstram ocorréncia de A. actinomycetemcomitans em
numeros baixos ou mesmo auséncia do microrganismo em individuos com

periodontite agressiva (LOESCHE et al., 1985; HAN et al., 1991).

Slots et al. (1990) observaram que a maioria dos pacientes com doenca
periodontal com idade até 24 anos abrigava A. actinomycetemcomitans nas
bolsas periodontais; entretanto, para os autores, a ocorréncia desta espécie
bacteriana decresce significativamente com a idade. Neste estudo, como a
média de idade dos pacientes com periodontite agressiva foi de 26 anos, a
freqliéncia de individuos A. actinomycetemcomitans positivos deveria ser
menor. Kamma et al. (2004) também sugerem que a baixa freqiéncia de
isolamento de A. actinomycetemcomitans (25,0% dos pacientes) em seu
estudo poderia ser explicada pela idade média mais elevada dos individuos
analisados (31 anos). Segundo Asikainen e Chen (1999), nesta situacgao,
poderia ser observado um aumento no numero de bolsas periodontais

colonizadas por P. gingivalis.

Embora esteja bem estabelecida a existéncia de associacdo entre A.
actinomycetemcomitans e a periodontite que acomete pacientes jovens,
outros microrganismos sdo freqlientemente isolados de sitios com
destruicdo periodontal, como P. intermedia, C. rectus, F. nucleatum e
espiroquetas (MOORE et al., 1985). Tolo e Schenck (1985) também
observaram que P. gingivalis e P. intermedia podem ser responsaveis por
induzir resposta imunoldgica no hospedeiro, em pacientes com periodontite

juvenil localizada, demonstrando, assim, que estas espécies bacterianas
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também desempenham papel importante na patogénese dessas doengas

periodontais.

Existem alguns relatos referentes a estudos que empregaram métodos de
cultivo para o isolamento de T. forsythensis de espécimes clinicos obtidos
de pacientes com periodontite de inicio precoce. Seida et al. (1992) e
Kamma et al. (1994) obtiveram freqiéncias de recuperacdo acima de 53%
e Kamma et al. (2004) relataram prevaléncia de T. forsythia em 98,5% dos

sitios periodontais estudados.

Embora patdgenos periodontais sejam recuperados de sulcos gengivais sem
inflamacao, neste estudo, bastonetes produtores de pigmento negro e A.
actinomycetemcomitans ndo foram isolados de sitios periodontais saudaveis
(TAB. 1). Segundo Ximénez-Fyvie et al. (2000), microrganismos
patogénicos como A. actinomycetemcomitans, T. forsythensis, C. rectus e P.
intermedia podem estar presentes no sulco gengival, porém em proporgoes

menores que em bolsas periodontais.

Em estudos de Savitt e Socransky (1984), E. corrodens foi isolada de,
aproximadamente, 10% dos espécimes de placa subgengival de sitios sem
sinais de doencga. Esses dados foram corroborados por Chen e Wilson
(1992), que consideraram esta espécie componente da microbiota oral
indigena, sendo sua ocorréncia na placa subgengival compativel com
periodonto saudavel, mas podendo desempenhar papel importante em

certas formas clinicas de periodontite.

Este estudo comparou a eficiéncia do sistema de identificagdo Rapid ID 32 A
e de testes bioguimicos convencionais para a identificacdo de bastonetes
anaerdbios produtores de pigmento negro. Varios sistemas de identificacao
para bactérias anaerdbias isoladas de espécimes clinicos encontram-se
disponiveis no mercado. Os sistemas comerciais originais baseiam-se em
testes bioquimico-fisioldgicos, exigindo incubacdo por 24-48 horas, em
condicbes de anaerobiose. Mais recentemente, foram desenvolvidos
sistemas de identificacdo que empregam substratos cromogénicos para

deteccdo de enzimas bacterianas pré-formadas, entre eles os kits Rapid ID
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Ana, Ana-Ident e Rapid ID 32 A. Estes sistemas permitem a obtencao do
resultado apds apenas 4 horas de incubacdao, em atmosfera de aerobiose.
Permitem também a identificacdo de bactérias assacaroliticas, geralmente,

nao reativas em testes bioquimicos convencionais (DOWNES et al., 1999).

Neste estudo, foram observadas discrepancias, especialmente na
identificacao de Porphyromonas spp. Cerca de 67% das amostras
caracterizadas como Porphyromonas spp. por meio de testes bioquimicos
convencionais foram identificadas como Prevotella spp. pelo sistema Rapid
ID 32 A, embora Porphyromonas e Prevotella sejam considerados géneros
bacterianos essencialmente assacarolitico e sacarolitico, respectivamente.
Observou-se, neste estudo, dificuldade de leitura dos resultados relativos a
habilidade de fermentacdo de carboidratos obtidos por testes bioquimicos
convencionais. Para que uma amostra fosse considerada nao fermentadora,
o valor de pH da cultura, apds incubagdao, deveria ser maior que 5,9
(SUMMANEN et al., 1993). Assim, as amostras bacterianas que produzissem
quantidade de acido insuficiente para reduzir o pH a esse valor seriam
consideradas ndo fermentadoras. Caso o teste de fermentagdo de
carboidratos fosse o Unico teste discriminatério, as amostras bacterianas
poderiam ser identificadas incorretamente. Por este motivo, o sistema Rapid
ID 32 A foi utilizado como teste microbioldgico complementar e definitivo

para a identificacdo das bactérias anaerobias isoladas.

Ainda assim, nao foi possivel a identificagdo das amostras de
Porphyromonas, no nivel de espécie, por qualquer dos sistemas
microbiolégicos empregados. Nos estudos de Downes et al. (1999), cerca
de 33% das amostras de Porphyromonas, avaliadas pelo Rapid ID 32 A,
também sé puderam ser identificadas no nivel de género. Os sistemas
comerciais diferenciam grupos taxonémicos com base em perfis enzimaticos
caracteristicos de cada espécie. Entretanto, varias espécies podem
apresentar perfil enzimatico semelhante, o que resulta em baixo poder

discriminatorio do teste e, conseqlientemente, compromete sua eficiéncia.

Estudos anteriores, avaliando a identificacdo de bastonetes Gram negativos

anaerdbios, excluindo Bacteroides do grupo B. fragilis, por sistemas de
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identificacdo comerciais, demonstraram a eficiéncia do método para a
distingao desse grupo microbiano. Kitch e Appelbaum (1989), Looney et al.
(1990), Pattyn et al. (1993), Arzese et al. (1994) e Downes et al. (1999)
identificaram, no nivel de espécie, cerca de 88%, 98%, 97%, 90% e 82%
dos isolados analisados, respectivamente, empregando kits de identificagao

e testes adicionais.

Looney et al. (1990) apontaram, como vantagens dos sistemas comerciais
de identificacdo de bactérias anaerdbias, baseados no perfil de enzimas pré-
formadas, o fato de que ndo ha necessidade de multiplicacdao das amostras,
0 que permite a obtencdo dos resultados em um curto periodo de tempo e
dispensa incubacdo em atmosfera de anaerobiose. Além disto, quando
necessarios, os testes adicionais para a identificagdo pelo sistema ATB 32 A
da maioria das bactérias comumente encontradas em espécimes clinicos,
sao, geralmente, simples, como o exame microscopico de esfregacos e

provas complementares bioquimico-fisioldgicas.

6.2.2 ESTUDO GENETICO

Neste estudo, a freqléncia de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans nao
pode ser avaliada por PCR, uma vez que, embora diversos protocolos,
modificados ou nao, tenham sido testados, a sensibilidade e a especificidade

das reag0es utilizadas nao se mostraram adequadas.

Todas as espécies bacterianas analisadas por metodologia genética estavam
associadas a periodontite cronica (TAB. 4). As espécies mais
freqientemente detectadas foram T. denticola, F. nucleatum e E. corrodens
(acima de 90%) (TAB. 3).

Taxas de deteccdo de T. denticola semelhantes as observadas neste estudo
tém sido descritas. Soder et al. (1993) relataram que o microrganismo foi

observado em todos os pacientes avaliados. Papapanou et al. (1997)
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observaram que esta espécie estava presente em 97,9% dos pacientes com
periodontite cronica. Outros pesquisadores relataram taxas de deteccao de
T. denticola menores. Ali et al. (1997) encontraram uma freqliéncia de
isolamento de 66,7% desta espécie bacteriana. Avaliando pacientes
brasileiros, Colombo et al. (2002), Avila-Campos e Veldsquez-Meléndez
(2002) observaram que este microrganismo estava presente em,

aproximadamente, 20% e 50% dos pacientes avaliados, respectivamente.

No que se refere a ocorréncia de F. nucleatum, Papapanou et al. (1997)
detectaram o0 microrganismo em todos os pacientes com periodontite
cronica analisados. De forma semelhante, Ali et al. (1997) e Avila-Campos e
Velasquez-Meléndez (2002) detectaram esta espécie bacteriana em cerca

de 96% e 86% dos espécimes obtidos, respectivamente.

A presenca de T. forsythensis foi detectada por hibridizacago DNA-DNA em
cerca de 57% dos pacientes com periodontite do adulto (AL et al., 1994;
LOTUFO et al., 1994; LISTGARTEN et al., 1995). Ali et al. (1997) e Papapanou
et al. (1997) avaliaram, também, a presenca desta espécie em pacientes
com a mesma manifestacao periodontal, utilizando a técnica checkerboard.
As freqliéncias de deteccdo foram de 81,5% (Ali et al., 1997) e 98,6%
(Papapanou et al., 1997), semelhantes as observadas neste estudo. Yano-
Higuchi et al. (2000), utilizando PCR, observaram que 78,6% dos espécimes
obtidos de pacientes com este tipo de periodontite albergavam esta espécie

bacteriana.

Apesar de E. corrodens ser uma espécie bacteriana mais relacionada as
formas agressivas de periodontite (DzINK et al., 1985; TANNER et al., 1987),
os resultados alcancados no presente estudo, quando se utilizou PCR,
mostraram relacdo entre E. corrodens e periodontite cronica.
Semelhantemente, Soder et al. (1993) também sugeriram esta associacao;
os autores demonstraram a presenca de E. corrodens em todos os pacientes
estudados, empregando sondas de DNA para avaliacdo da presenca do
microrganismo na placa subgengival de pacientes adultos com periodontite.
Contudo, a interpretacao fica, até certo ponto, prejudicada pela auséncia de

dados quanto aos individuos saudaveis. Avila-Campos e Veldsquez-
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Meléndez (2002), empregando PCR, relataram que E. corrodens foi
detectada mais freqlientemente em pacientes com periodontite cronica
(80,0%) que em individuos com periodonto saudavel (50,0%). Menor
numero de pacientes com periodontite cronica que albergavam E. corrodens
nas bolsas periodontais foi observado por Colombo et al. (2002). Estes
autores, empregando a técnica checkerboard, detectaram a espécie em
cerca de 50% dos pacientes com periodontite e em, aproximadamente,
40% dos individuos com periodonto saudavel.

Com relacdo a associacdo entre P. intermedia/nigrescens e periodontite
cronica, os resultados obtidos neste estudo, com a utilizacdo de métodos
genéticos, corroboram os dados da literatura (Fukul et al., 1999; LOPEzZ,
2000; AviLA-CaMPOS e VELASQUEZ-MELENDEZ, 2002). P. intermedia parece
estar associada a periodontite avancada, enquanto P. nigrescens colonizaria
sitios subgengivais saudaveis, principalmente de criangas (GHARBIA et al.,
1994). O presente estudo, contudo, demonstrou que tanto P. intermedia
como P. nigrescens poderiam estar associadas a periodontite cronica, fato

também observado por Fukui et al. (1999).

Sdder et al. (1993) detectaram, por hibridizagdo DNA-DNA, a presenca de
P. gingivalis e de A. actinomycetemcomitans em cerca de 95% e 75% dos
individuos com periodontite do adulto avaliados, respectivamente. Ali et al.
(1997), utilizando a técnica checkerboard, encontraram P. gingivalis em
85,7% e A. actinomycetemcomitans em 52,3% dos pacientes analisados.
Utilizando sonda de DNA, Lépez (2000) observou a presenca de P. gingivalis
em 96,0% e A. actinomycetemcomitans em 11,6% dos pacientes. No
estudo de Yano-Higuchi et al. (2000), P. gingivalis estava presente em
58,3% e A. actinomycetemcomitans em 1,2% dos 84 espécimes obtidos de
21 pacientes com periodontite crénica. Dogan et al. (2003) detectaram, por
PCR, P. gingivalis em 93,0% e A. actinomycetemcomitans em 50,0% dos
pacientes com periodontite cronica. Takeuchi et al. (2003) relataram que A.
actinomycetemcomitans foi recuperado em niveis relativamente baixos de

uma populacao japonesa com periodontite cronica (8,6%).
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Considerando-se o0s resultados obtidos por PCR, P. intermedia, P.
nigrescens, F. nucleatum, T. forsythensis e T. denticola estavam

estatisticamente associados com periodontite agressiva (TAB. 4).

Albandar et al. (1997), estudando um grupo de 148 pacientes com
periodontite de inicio precoce, detectaram P. intermedia, utilizando sonda
de DNA, em 82,4% dos pacientes avaliados. Darby et al. (2000),
empregando PCR, encontraram o microrganismo em 79,2% dos individuos
com esta mesma condicdo periodontal. Ja Mullally et al. (2000) detectaram,
também por PCR, a presenca de P. intermedia em 58,8% dos pacientes com
periodontite agressiva. Em relacao a P. nigrescens, os autores observaram
que 64,3% dos pacientes albergavam esta espécie, dados semelhantes aos

observados neste estudo.

Mullally et al. (2000), empregando PCR, detectaram T. denticola, T.
forsythensis, P. nigrescens, E. corrodens, P. intermedia, A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis na placa subgengival de,
respectivamente, 88,1%, 78,6%, 64,3%, 42,9%, 40,5%, 19,0% e 16,7%
dos individuos com periodontite de inicio precoce. Exceto para T. denticola,
os resultados do presente estudo foram diferentes daqueles relatados por

estes autores.

Takeuchi et al. (2003), utilizando PCR, observaram freqliiéncia elevada de
deteccao de T. forsythensis e T. denticola nos pacientes com periodontite
agressiva, dados semelhantes aos obtidos neste estudo. Além destes
microrganismos, C. rectus e P. gingivalis foram detectados freqlientemente
na placa subgengival dos pacientes com periodontite agressiva. Miura et al.
(2005), também empregando PCR, relacionaram T. forsythensis a
periodontite agressiva. Entretanto, estes autores detectaram estd espécie
bacteriana com freqliéncia mais elevada (91,9%) do que a obtida neste
estudo (63,3%) (TAB. 3).

Para Albandar et al. (1997), P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum, C.

rectus e T. denticola sao microrganismos envolvidos na periodontite de
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inicio precoce, ja que foram detectados, por sonda de DNA, em niveis mais
elevados em sitios com lesdes caracteristicas da doenca. Diferentemente da
maioria dos relatos apresentados na literatura, estes autores nao
observaram associagao entre A. actinomycetemcomitans e esta forma de

doenca.

Takeuchi et al. (2003) descreveram que A. actinomycetemcomitans foi
detectado, por PCR, em niveis relativamente baixos em uma populacdo
japonesa com periodontite agressiva localizada (20,0%) e generalizada
(17,5%), ndo sendo observada diferencga estatisticamente significativa entre
a forma agressiva da doenca e periodontite cronica (8,6%) no que se refere
a freqliéncia de deteccao do microrganismo. Miura et al. (2005),
empregando PCR para deteccao de A. actinomycetemcomitans, observaram
diferenca estatisticamente significativa quando pacientes com periodontite
agressiva foram comparados com individuos com periodonto saudavel; esta
espécie estava presente em 34,1% dos pacientes com doenca e em

somente 6,3% dos individuos com sitios periodontais saudaveis.

Fusobacterium spp., E. corrodens, T. forsythensis e T. denticola foram
detectados em 7,14%, 66,7%, 13,3% e 26,7% dos individuos com

periodonto saudavel incluidos neste estudo, respectivamente.

Freqliéncias maiores de deteccao de Fusobacterium spp. em individuos sem
doenca periodontal tém sido relatadas. Avila-Campos e Veldsquez-Meléndez
(2002) detectaram, por PCR, F. nucelatum em 92,0% dos individuos.
Colombo et al. (2002), utilizando cherckerboard, observaram a espécie em

40,0% dos espécimes analisados.

Avila-Campos e Veldsquez-Meléndez (2002), empregando PCR, e Colombo
et al. (2002), utilizando checkerboard, detectaram E. corrodens em cerca de

50% e de 38% dos individuos com periodonto saudavel, respectivamente.

Estudando a ocorréncia de periodontopatdégenos, por PCR, na saliva de
individuos sem doenca periodontal, Sirinian et al. (2002) detectaram T.

denticola em, aproximadamente, 18% dos sitios avaliados, A.
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actinomycetemcomitans e P. gingivalis em cerca de 15% e T. forsythensis
em cerca de 14%. Miura et al. (2005), utilizando o mesmo método
genético, detectaram A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T.
forsythensis em 6,3%, 16,8% e 16,8% dos individuos com periodonto
saudavel, respectivamente. Dados semelhantes foram obtidos neste estudo
em relacao a deteccdo de T. denticola e T. forsythensis em individuos com

saude periodontal (26,7% e 13,3%, respectivamente) (TAB. 3).

Sirinian et al. (2002) avaliaram também a distribuicao desses patdgenos em
individuos de diferentes etnias, habitantes da mesma regidao geografica, e
concluiram que as divergéncias encontradas se deviam, principalmente, a
fatores comportamentais, como nivel educacional e niumero de visitas ao

dentista, e nao a fatores raciais.

Neste estudo, com a utilizagao da PCR, P. intermedia e P. nigrescens nao
foram detectadas nos espécimes obtidos de individuos com periodonto
saudavel. Diferentemente, Kuboniwa et al. (2004) detectaram, também
empregando PCR, P. intermedia e P. nigrescens na placa subgengival de
50% e 100% dos individuos com a mesma condicdao periodontal,
respectivamente. Avila-Campos e Veldsquez-Meléndez (2002), por PCR, e
Colombo et al. (2002), por checkerboard, detectaram P. intermedia em

cerca de 64% e de 25% dos individuos analisados, respectivamente.

Okada et al. (2000), utilizando PCR para avaliacao da ocorréncia de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis na placa dental de criangas,
detectaram estes microrganismos em 4,8% dos espécimes obtidos de
individuos com periodonto saudavel e em 20,0% dos sitios com
periodontite, mostrando que estes patdgenos estdo raramente presentes na
cavidade oral de criancas sem doenca periodontal. Conrads et al. (1996),
utilizando PCR, ndo detectaram a presenca de A. actinomycetemcomitans e
P. gingivalis em sitios saudaveis. Os autores sugeriram que esses patdgenos
periodontais podem ndo ser componentes da microbiota indigena em

condicdes de saude.
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Os niveis de microrganismos presentes nos espécimes subgengivais obtidos
de pacientes com periodontite eram maiores que o0s observados em
individuos com periodonto saudavel, quando diluicdes seriadas do DNA
extraido foram empregadas. Pouca diferenca foi observada quando os
grupos com periodontite agressiva e com periodontite cronica foram
comparados (TAB. 4, 5 e 6). Apesar das limitacdes desta avaliacao, como a
impossibilidade de controle da quantidade de material obtido de cada
individuo e da perda de DNA durante o processo de extracdao, os dados
sugerem que os espécimes obtidos de pacientes com doenca periodontal
apresentam um numero maior de cada periodontopatdgeno. Este fato
concorda com os relatos da literatura que descrevem que a instalacdo da
doenca periodontal estd relacionada ao crescimento da populagdo de
determinados grupos microbianos (DARVEAU et al., 1997; SOCRANSY e
HAFFAJEE, 1999). Resultados obtidos por real-time PCR, técnica que permite
analise quantitativa da microbiota, demonstram que a placa subgengival de
pacientes com doenga periodontal alberga nimero maior de determinadas

espécies bacterianas do que a de individuos com periodonto saudavel.

Nonnenmacher et al. (2004), utilizando real-time PCR, demonstraram que
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Dialister pneumosintes e M.
micros estdo presentes em bolsas periodontais de pacientes com
periodontite em concentragdes mais altas do que no sulco gengival de
pacientes com periodonto saudavel. Kuboniwa et al. (2004), com emprego
da mesma metodologia, quantificaram seis periodontopatégenos (P.
gingivalis, T. forsythia, A. actinomycetemcomitans, T. denticola, P.
intermedia e P. nigrescens) na placa subgengival e em debris obtidos da
superficie da lingua de pacientes com e sem doenca periodontal. Todas as
espécies com excecao de P. nigrescens foram detectadas em numeros mais

altos nos pacientes com doenca periodontal.
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6.2.3 RELACAO ENTRE GRUPOS BACTERIANOS E STATUS PERIODONTAL

P. intermedia/nigrescens foi recuperada com freqliéncia elevada dos
pacientes com periodontite crénica e agressiva e nao foi isolada de
individuos com periodonto saudavel, independentemente do método
utilizado neste estudo (TAB. 1 e 3). Segundo Mayrand e Holt (1988) e
Dahlén (1993), bastonetes anaerdbios produtores de pigmento negro sao
constituintes da microbiota oral de seres humanos, sendo encontrados em
sitios saudaveis ou com doenca, geralmente participando de infeccbes
polimicrobianas, diferentemente dos dados obtidos neste estudo. Entretanto,
€ aceito pela maioria que estes microrganismos apresentam-se em numero
aumentado em um sitio periodontal, quando se reconhece atividade de

doencga (DAHLEN, 1993).

A alta freqUéncia de P. intermedia lato sensu encontrada é similar ao
resultado de outros estudos (SLOTS e LITSGARDEN, 1988, DAHLEN et al., 1989;
DAHLEN et al., 1992; DAHLEN, 1993; MAEDA et al., 1998, RODRIGUES et al.,
1999). Ldpez (2000) relata, ainda, que P. intermedia, assim como P.
gingivalis, seria um dos patdgenos associados a periodontite que acomete

individuos adultos.

No Brasil, sdo raros os estudos que avaliam a freqliéncia de isolamento de
bastonetes produtores de pigmento negro nos individuos com ou sem
doenca periodontal. Um dos primeiros estudos foi realizado por Carvalho
(1975) que isolou e caracterizou amostras de Bacteroides melaninogenicus
recuperados de placa subgengival e, ja nesta época, foi observada grande
diversidade, no que se refere ao comportamento bioquimico, neste grupo
bacteriano. A freqliéncia de recuperacdo de bastonetes anaerdbios
produtores de pigmento negro foi muito menor que aquela obtida neste
trabalho; entretanto, naquele estudo atmosfera de anaerobiose foi obtida
por método mecéanico (jarra tipo Brewer, com mistura gasosa de CO. 10,0%
e N2 90,0%), menos eficiente que o método empregado neste estudo

(camara anaerobica). A diversidade do grupo dos bastonetes anaerdbios
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produtores de pigmento negro demonstrada naquele estudo foi confirmada
pelas mudancas na taxonomia destes microrganismos, mas as diferencas
nas metodologias empregadas dificultam a comparacao dos resultados

encontrados.

Com o emprego de PCR, P. nigrescens foi detectada mais freqientemente,
tanto nos pacientes com periodontite cronica como nos com a forma
agressiva da doenca, que P. intermedia (TAB. 3). Diferente destes
resultados, Gharbia et al. (1994) e Matto et al. (1996) concluiram, em seus
estudos, que P. intermedia parece ser mais estdvel em sitios com doenca
periodontal e P. nigrescens mais relacionada a placa dental presente no
sulco gengival. Maeda et al. (1998) relataram que P. nigrescens seria a
principal espécie do grupo dos bastonetes anaerdbios produtores de
pigmento negro associada a sitios com periodonto saudavel, enquanto P.
intermedia estaria presente em sitios com e sem doenga periodontal.
Teanpaisan et al. (1995) observaram que a incidéncia de P. intermedia é
semelhante em sitios com salde e com doenga periodontal e que P.
nigrescens pode também ser detectada com a mesma freqiéncia. Na
maioria dos artigos, ndao ha distingao entre P. intermedia e P. nigrecens.
Entretanto, como demonstrado por Conrads et al. (1996), P. nigrescens
poderia ser considerada um marcador de condicdes periodontais saudaveis,
enquanto P. intermedia seria recuperada de sitios com doenca periodontal,
dado que nao foi confirmado neste estudo, embora P. nigrescens tenha sido
detectada com maior freqiiéncia nos pacientes com periodontite que P.

intermedia.

Dentre os periodontopatdgenos avaliados, Fusobacterium spp. foi um dos
grupos microbianos detectados com maior freqiiéncia em pacientes com
periodontite (TAB. 1 e 3). Embora seja potencialmente patogénico, o papel
deste grupo na etiopatogenia das doencas periodontais ainda é questionado
(LOESCHE, 1992; SHELBURNE et al., 1993). Segundo Haffajee e Socransky
(1994), a associacao de F. nucleatum com outras espécies bacterianas,

como T. forsythensis e P. gingivalis, seria um fator determinante na
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transicdo entre saude e doenca, estando F. nucleatum possivelmente

envolvido na alteracdo dos niveis de insercao epitelial na lesdo periodontal.

Alguns resultados obtidos neste estudo em relacdo a freqliéncia de deteccao
de certos microrganismos, diferem daqueles apresentados na literatura.
Segundo Dahlén (1993), técnicas de amostragem, transporte e isolamento
podem influenciar na recuperacdo de bactérias anaerdbias obrigatérias que,
por serem mais sensiveis, podem ser subestimadas. A idade dos pacientes
avaliados, bem como a etnia e o grau de atividade da doenga no sitio
amostrado também podem interferir diretamente nos dados encontrados
(MOMBELLI et al., 1990).

Fatores raciais e ambientais parecem influenciar a prevaléncia de P.
gingivalis, T. forsythensis e T. denticola (MURRO et al., 1997). Apesar de as
investigacdes atuais indicarem uma forte relacao entre estas bactérias e a
forma cronica da doenca periodontal, os dados apresentados nao devem ser
interpretados como indicadores de que estas espécies sdo as Unicas a
contribuir para a patogénese da periodontite crénica. Individuos com esta
forma da doenca podem ndo apresentar, ou apresentar um numero muito
baixo desta espécie no sitio lesado ou, até mesmo, albergar outras espécies

fortemente implicadas (SLOTS et al., 1990).

6.2.4 COMPARACAO ENTRE RESULTADOS DOS METODOS MICROBIOLOGICO

CLASSICO E GENETICO

Para que os resultados obtidos pelos diferentes métodos empregados
pudessem ser comparados, considerou-se Fusobacterium spp., conforme
identificacao por PCR, como F. nucleatum, mesmo sabendo que o protocolo
utilizado detecta duas outras espécies relacionadas (F. periodonticum e F.
mortiferum), uma vez que F. nucleatum é, entre as espécies do género, a

predominante nos sitios subgengivais e F. mortiferum ou F. periodonticum
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sdo raramente isolados de espécimes periodontais (SLOTS e RAMS, 1990;
HAFFAJEE @ SOCRANSKY, 1994; PASTER et al., 2001).

Um dos objetivos deste estudo foi comparar PCR e cultura microbiolégica
para deteccdo de alguns periodontopatégenos putativos. Como mostram os
quadros 4, 5, 6, 7 e 8, independentemente do grupo de individuos
avaliados, com ou sem manifestacdo clinica de doenca periodontal, houve
correspondéncia entre os dados obtidos por PCR e cultura quanto a
deteccdo de P. intermedia/nigrescens em 82,0% dos espécimes, F.

nucleatum em 63,4% e E. corrodens em 25,9%.

Os dados discrepantes sao, principalmente, resultados positivos obtidos por
PCR e negativos quando se empregou a cultura microbioldgica indicando
maior sensibilidade do método genético para deteccdo da maioria destes
microrganismos em espécimes clinicos, especialmente E. corrodens.
Somente F. nucleatum foi detectado com maior freqliéncia, por cultura
microbioldgica que por PCR, em espécimes obtidos de individuos sem

manifestagao clinica de doenca periodontal.

Loesche et al. (1992) compararam cultura microbiolégica com hibridizagao
DNA-DNA para deteccdao de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis em
amostras de placa subgengival obtidas de bolsas periodontais e observaram
maior nivel de deteccao destes microrganismos quando a metodologia
genética foi empregada. Os autores concluiram que técnicas de cultivo
subestimam a presenca destas espécies bacterianas. Porém, ressaltaram
gue a possibilidade de obtencao de resultado falso positivo com a utilizagao
de métodos genéticos ndao pode ser excluida. Além disso, estes métodos
permitem a deteccdo de células microbianas inviaveis, que nao poderiam

ser cultivadas e nao teriam importancia direta na doenca.

Van Steenbergen et al. (1996) também compararam a eficacia das técnicas
de hibridizacdo DNA-DNA e de cultura microbioldgica para deteccao de
amostras bacterianas presentes em bolsas periodontais. Os autores
analisaram espécimes clinicos e culturas pura e mista de espécies

bacterianas relacionadas a doenca periodontal. A especificidade do método
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genético para deteccdo de P. gingivalis nos espécimes clinicos foi
considerada baixa (52,0%), quando comparada com aquela da cultura
bacteriana (82,0%). Os autores relataram também resultados positivos
guando empregaram metodologia genética e negativos quando a cultura foi
utilizada, o que poderia ser explicado pela ocorréncia de hibridizacao
inespecifica, levando a resultados falso positivos, ou mesmo a uma maior

sensibilidade deste método, quando comparado a cultura.

Os dados obtidos por Riggio et al. (1996) também indicaram maior
sensibilidade da PCR quando comparada com o método de cultura para
deteccao de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis em placa subgengival
de pacientes com doenca periodontal. Somente dois espécimes avaliados
pelos autores apresentaram resultado positivo por cultura e negativo por
PCR. E possivel que algumas amostras de P. gingivalis e de A.
actinomycetemcomitans apresentem alteracdes na seqiéncia de
nucleotideos da regido a ser amplificada, o que impediria o anelamento dos
primers empregados e, conseqlientemente, a amplificacdo da seqiiéncia

alvo.

Ashimoto et al. (1996), comparando cultura microbioldgica e PCR para
deteccdo de patdgenos periodontais putativos, mostraram maior eficiéncia
do método genético. Para a deteccdo de T. forsythensis os autores
observaram dados concordantes entre cultura e PCR em 28,0% dos
espécimes e para a deteccdo de A. actinomycetemcomitans houve
concordancia em 71,0% dos casos. A maior discrepancia observada entre os
dois métodos refere-se a resultados positivos por PCR e negativos por
cultura, especialmente na deteccao de T. forsythensis, com 69,0% dos
espécimes positivos por PCR e negativos por cultura microbioldgica.
Resultados negativos obtidos com o emprego de PCR e positivos por cultura
foram observados em 2,0% dos espécimes no que se refere a pesquisa de
T. forsythensis, em 6,0% para C. rectus, em 12,0% para A.

actinomycetemcomitans e em 16,0% para P. intermedia/nigrecens.

Ali et al. (1997) compararam as técnicas checkerboard e cultura para

avaliar a ocorréncia de algumas espécies bacterianas em pacientes com
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periodontite e observaram que um numero significativamente maior de
pacientes apresentava resultados positivos para P. gingivalis, T.
forsythensis, A. actinomycetemcomitans, P. intermedia e F. nucleatum,
gquando examinados por checkerboard. Para os autores, a ocorréncia de
reacbes inespecificas entre DNA de espécies relacionadas, como P.
intermedia e P. nigrescens, ou mesmo entre organismos nao relacionados,

poderia explicar este resultado.

Papapanou et al. (1997) observaram que a prevaléncia de P. gingivalis, P.
intermedia, F. nucleatum e T. forsythensis em bolsas periodontais, avaliada
pelo emprego de checkerboard, é elevada, quando comparada com os
dados obtidos por cultura microbiolégica. Em contraste, os autores
verificaram prevaléncia maior de C. rectus (cerca de 89%) detectada por
cultivo do que pelo emprego do método genético (aproximadamente 29%).
Este fato pode ser justificado pela auséncia de caracteristicas especificas da
colonia, que poderia ser confundida com colonias de outras espécies
bacterianas, como Bacteroides gracilis, levando a resultados
superestimados. A freqlUéncia de deteccdo de A. actinomycetemcomitans e
E. corrodens foi semelhante com o emprego de ambos os métodos. Para os
autores, a eficiéncia destas técnicas varia de acordo com a espécie

bacteriana analisada.

Os dados apresentados por Papapanou et al. (1997) diferem daqueles
obtidos neste estudo, em que E. corrodens foi detectada com maior
freqiéncia quando PCR foi empregada. Esta discrepancia poderia ser
explicada pela utilizacao de meio de cultivo seletivo para o isolamento desta
espécie bacteriana, o que pode ter limitado o crescimento de algumas
linhagens. Além disso, a obtengao de cultura pura foi realizada pela selecao
de algumas colénias, com base na avaliacdo de -caracteristicas
macroscopicas; este procedimento pode ter subestimado a freqiéncia do
microrganismo. Também deve ser considerada a possibilidade de se

detectar células inviaveis pelo método genético.

Avila-Campos e Veldsquez-Meléndez (2002) apresentaram dados

semelhantes aos do presente estudo em relacdo a eficiéncia da PCR para
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deteccao de periodontopatégenos. A prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans, T. forsythensis, C. rectus, E. corrodens, P.
intermedia e T. denticola foi significativamente mais alta do que aquela
observada quando cultura foi utilizada como metodologia de detecgdao dos

organismos.

Diferentemente dos resultados obtidos neste estudo, Boutaga et al. (2003)
encontraram uma alta correlagao entre resultados positivos e negativos
obtidos por real-time PCR e cultura, para detecgao de P. gingivalis. Todos os
espécimes positivos por cultura microbioldgica foram também positivos por
PCR. Discrepancia entre os resultados obtidos pelo emprego dos diferentes
métodos foi observada para cerca de 10% dos espécimes analisados, sendo

todos positivos por PCR e negativos por cultura.

Muitas razoes podem explicar as variacdes observadas entre os niveis de
deteccdo alcancados com o emprego dos métodos de cultura e de PCR.
Maior sensibilidade da PCR pode ser explicada pela possibilidade de
deteccdo de células viaveis e inviaveis, fato ndao observado na cultura. Outro
fator de discrepancia seria a possibilidade de organismos de uma
determinada espécie estarem presentes em pequeno numero na placa
subgengival e, apds diluicdes do espécime clinico para cultivo, sua detecgao
ser pouco provavel. Homogeneizacao inadequada dos espécimes e fatores
que afetam o crescimento de diferentes microrganismos, inclusive a
presenca, no espécime clinico, de espécies bacterianas capazes de produzir
substancias antagonistas, podem, também, interferir na recuperagao desses

microrganismos.

A técnica de PCR permite diferenciar microrganismos que apresentam alto
grau de similaridade genética, como P. intermedia e P. nigrescens, dado
importante ja que estas espécies sao freqientemente habitantes de placa
bacteriana subgengival. A baixa prevaléncia de P. intermedia relatada nos
estudos que utilizam métodos genéticos pode ser explicada pelo fato de que
a cultura microbioldgica, seguida pela identificacdo das amostras isoladas
por métodos bacterioldgicos classicos, ndo permite a discriminacao das duas

espécies.
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PCR, geralmente, mostra excelentes limites de detecgao. Assim, pequenos
volumes do espécime clinico podem ser empregados. Porém, o
microrganismo alvo, se presente em baixas concentracdes no espécime,
pode nao estar presente na aliquota a ser avaliada. Além disso, amostras
clinicas podem conter enzimas inibidoras capazes de dificultar ou impedir o

processo de amplificagcao (CHEN e SLOTS, 1999).

A PCR tem sido considerada uma técnica potencialmente ideal para a
deteccdo de microrganismos periodontais. E relativamente facil de ser
executada, com poucas chances de ocorréncia de reacgdes inespecificas,
quando a reacdo é bem delineada e realizada em condicdes adequadas.
Como ja comentado, é uma técnica de grande sensibilidade, capaz de
detectar microrganismos presentes em niveis baixos, bem como células
invidaveis. Assim, em estudos de microbiologia oral aplicada, deve-se estar
atento para o fato de que organismos desprovidos de relevancia clinica

também podem ser detectados.

Diversos estudos consideram a cultura microbioldgica como o método
padrdo ouro para a deteccdo de microrganismos em espécimes
periodontais. Independentemente dessa discussdo, deve-se enfatizar que a
cultura é o Unico método que possibilita o isolamento do microrganismo.
Assim, as amostras podem ser armazenadas e empregadas em outros
estudos que venham a se tornar relevantes ou oportunos, além de permitir
o estudo de -caracteristicas fenotipicas do organismo, muitas vezes
relacionadas a viruléncia do mesmo, incluindo o perfil de susceptibilidade a

antimicrobianos.
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6.2.5 ASSOCIACOES ENTRE GRUPOS MICROBIANOS DETECTADOS COM MAIOR

FREQUENCIA

A cavidade oral alberga uma microbiota extremamente rica e diversificada.
As espécies bacterianas presentes nos varios sitios da cavidade oral
coexistem harmonicamente. Entretanto, em condicOes especificas, que
favorecem determinadas espécies bacterianas, a doenca periodontal pode
se estabelecer. AssociacOes bacterianas, tanto positivas como negativas,
podem desempenhar papéis significativos nessas infeccdes mistas,
favorecendo a colonizacdo por periodontopatégenos. Por outro lado, certas
interacdes bacterianas podem se relacionar a manutencao da salde
periodontal, prevenindo a colonizagdo de sitios subgengivais por bactérias
patogénicas. Um dos objetivos deste estudo foi avaliar as possiveis
associacdes entre patdgenos periodontais putativos isolados com maior

freqliéncia da populacao estudada.

Quando os espécimes obtidos de pacientes com periodontite cronica foram
avaliados por cultura, observou-se associacao positiva entre F. varium e F.
nucleatum (TAB. 8). Ja nos pacientes com periodontite agressiva,
independentemente da técnica de deteccdo, diversas associacdes positivas
foram observadas, mais freqientemente entre P. intermedia e E. corrodens,
P. nigrescens e F. nucleatum, E. corrodens e T. denticola, T. forsythensis e
F. nucleatum, T. forsythensis e E. corrodens e T. forsythensis e T. denticola
(TAB. 9 e 11).

Interagcdes microbianas podem estar relacionadas a fatores nutricionais.
Socransky et al. (1964) mostraram que varias espécies bacterianas sao
capazes de estimular o crescimento de T. denticola, fornecendo fatores
nutricionais. Ter Steeg e Van der Hoeven (1990) identificaram quatro
espécies capazes de estimular o crescimento de espiroquetas, P.
intermedia, Eubacterium nodatum, Veillonella parvula e F. nucleatum.
Entretanto, no presente estudo, P. intermedia e F. nucleatum nao estavam

associados a T. denticola.



111

Socransky et al. (1988) relataram varias associacdes bacterianas que
poderiam estar relacionadas a gravidade das lesdes periodontais. A
combinagao de F. nucleatum, T. forsythensis e C. rectus poderia estar
relacionada ao aumento de profundidade das bolsas periodontais. De acordo
com os autores, F. nucleatum provavelmente forneceria um fator de
crescimento para T. forsythensis, que seria o principal patdgeno nesta
infeccdo mista. Mutualismo entre T. forsythensis e F. nucleatum ja foi
demonstrado in vitro, mas o fator de crescimento ainda nao foi identificado
(DzINk et al., 1986). Em alguns pacientes analisados neste estudo,
associacdo positiva entre T. forsyhtensis e F. nucleatum também foi

observada, como mostra a tabela 11, o que confirma estes relatos.

Caracteristicas que podem influenciar a capacidade agressora de
microrganismos, como habilidade de coagregacdao e estabelecimento de
relacbes sinergisticas com outras espécies bacterianas, especialmente
bastonetes anaerdbios produtores de pigmento negro, ja foram
demonstradas para F. nucleatum. Este periodontopatdgeno é capaz de
reduzir o potencial de oxi-reducao, requisito primario para a colonizagao por
bactérias anaerdbias (GHARBIA et al., 1989; BAUMGARTNER et al., 1992;
GRENIER, 1994; FEUILLE et al., 1996; EBERSOLE et al., 1997). Neste estudo,
foram observadas associacdes positivas entre outras bactérias anaerdbias

mais fastidiosas, como T. forsythensis e Fusobacterium spp. (TAB. 11).

Grenier (1992) demonstrou a existéncia de relagdao positiva entre P.
gingivalis e T. denticola. Um meio de cultura complexo, sem hemina, no
qual nenhuma destas espécies cresceria isoladamente, permitiu o co-cultivo
destes microrganismos, mostrando a cooperacao entre estas espécies.
Simonson et al. (1992) observaram que a presenca de P. gingivalis é um
pré-requisito para a subseqlente deteccdo de T. denticola em bolsas

periodontais.

Outros relatos demonstraram que varias espécies bacterianas favorecem o
crescimento de P. gingivalis. Propionibacterium acnes (O'CONNOR et al.,
1982), C. rectus (MAYRAND E GRENIER, 1998), Streptococcus intermedius,

Streptococcus morbillorum e Streptococcus mutans (HILLMAN et al., 1985)
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sdo capazes de produzir compostos essenciais para aquela espécie

bacteriana.

Associacao positiva entre P. gingivalis e F. nucleatum foi observada por
Gharbia et al. (1989) em placa subgengival. A existéncia de associacdo
entre estes microrganismos ndao pode ser avaliada neste estudo, devido a
baixa freqUéncia de deteccdo de P. gingivalis nos espécimes clinicos
analisados por cultura microbiolégica. Relacdo sinergistica entre estas
espécies também foi demonstrada em infeccOes experimentais em
camundongos, nos quais o potencial patogénico de P. gingivalis e F.
nucleatum foi maior na infeccao mista (BAUMGARTNER et al., 1992; FEUILLE et
al., 1996; EBERSOLE et al., 1997).

Andlise de amostras de placa subgengival de sitios periodontais ativos e
inativos, realizada por Socransky et al. (1988), sugeriu associacao entre
profundidade de bolsas periodontais e perda de insercao e P. gingivalis, P.
intermedia e S. intermedius. Este mesmo estudo demonstrou existéncia de
interacdo positiva entre P. gingivalis e P. melaninogenica e entre F.

nucleatum e Actinomyces spp.

Riviere et al. (1996), avaliando quais espécies bacterianas poderiam
interagir com P. gingivalis na placa subgengival, confirmou a existéncia de
forte associacdo com C. rectus, independente do status periodontal.
Algumas espiroquetas orais e E. corrodens também foram freqlientemente
detectadas em associacdo com P. gingivalis em sitios periodontais com
gengivite. T. denticola e Treponema socranskii estavam associadas a P.

gingivalis somente em individuos com periodontite.

Esta bem estabelecido que A. actinomycetemcomitans tem participacao
efetiva na etiologia da periodontite agressiva. Entretanto, P. gingivalis
também é freqlentemente recuperada (SLOTS, 1999; TONETTI € MOMBELLI,
1999). Associagao positiva entre estas espécies bacterianas foi descrita por
Ashimoto et al. (1996) e Dogan et al. (2003).
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Outras associagoes bacterianas positivas na placa subgengival de pacientes
com periodontite ja foram descritas, como interacdes sinergisiticas entre P.
gingivalis e P. intermedia/nigrescens (ALl et al., 1994; ASHIMOTO et al.,
1996; DOGAN et al., 2003), P. gingivalis e T. forsythensis (ALl et al.,1994;
LoTuFO et al., 1994; RAMS et al., 1997; MULLALLY et al., 2000; DOGAN et al.,
2003) e T. forsythensis e P. intermedia/nigrescens (ALl et al.,1994;
ASHIMOTO et al., 1996; RAMS et al., 1997; MULLALLY et al., 2000; DOGAN et
al., 2003). Entretanto, estas associacdes nao foram observadas neste

estudo.

Fatores inibidores de crescimento produzidos por bactérias da cavidade oral
desempenham papel critico na ecologia de sitios subgengivais. Neste
estudo, nos pacientes com periodontite cronica, foi observada associagao
negativa entre P. nigrescens e P. intermedia, T. denticola e T. forsythensis e
P. intermedia e T. denticola. Foram detectadas relagdes antagonicas entre
F. nucleatum e E. corrodens, E. corrodens e F. nucleatum, E. corrodens e A.
actinomycetemcomitans, A. actinomycetemcomitans e E. corrodens e entre
T. denticola e T. forsythensis isoladas de pacientes com periodontite

agressiva.

Estudos de Takazoe et al. (1984) e Hohne et al. (1993) revelaram que P.
gingivalis apresenta efeito negativo limitado sobre outras bactérias
presentes na cavidade oral. Entretanto, Van Winkelhoff et al. (1987)
demonstraram, in vitro, que este é o bastonete anaerdbio produtor de
pigmento negro que apresenta a maior habilidade de inibir o crescimento de
outros microrganismos presentes na placa subgengival. Os autores
detectaram atividade antagonista contra P. intermedia, P. endodontalis, P.

loescheii e P. melaninogenica.

Dados da literatura tém demonstrado que varias espécies bacterianas,
incluindo Staphylococcus aureus, S. mutans, P. melaninogenica e P.
intermedia, podem interferir no crescimento de P. gingivalis (TAKAZOE et al.,
1984; GRENIER, 1996, RODRIGUES et al., 1999). Existem relatos da
ocorréncia de relacdo antagbnica entre P. gingivalis e A.

actinomycetemcomitans. Lima et al. (2002) demonstraram, in vitro, a



114

sensibilidade de P. gingivalis a substancias antagonistas produzidas por
amostras de A. actinomycetemcomitans isoladas de pacientes com
periodontite. Por outro lado, esta habilidade inibidora ndo pode ser

observada contra amostras isoladas de individuos com periodonto saudavel.

6.3 CONSIDERAGCOES FINAIS

Diversas espécies bacterianas coexistem em harmonia na cavidade oral,
mantendo o equilibrio entre as interagdes microbianas positivas e negativas.
Varias condicdes podem interromper este equilibrio, permitindo o
aparecimento de doencas infecciosas. Os estudos relacionados as infeccoes
mistas, nas quais cada componente bacteriano ndao mostra sua
patogenicidade, torna-se um dilema. Por um lado, espécies dominantes
presentes em lesdes ja estabelecidas, contempladas com varios fatores de
viruléncia, nem sempre requerem outras bactérias ou fatores do hospedeiro
para expressar sua patogenicidade. Por outro lado, na comunidade
bacteriana, espécies sem caracteristicas patogénicas claras participam do
processo infeccioso, estabelecendo uma lesao clinica. Em outras palavras, a
habilidade para invadir ndao depende somente de determinantes de
viruléncia de espécies bacterianas presentes, mas deve também ser
conseqliéncia de interacdes bacterianas. Assim, parece plausivel que
interferir nestas interacdes poderia ser medida preventiva no controle das
doencgas periodontais. Se a eliminacdo de patdgenos periodontais da placa
subgengival significa auséncia de doencga, a terapia poderia se basear em
dois processos: eliminacdo destes patdégenos e colonizacdo por espécies

benéficas (MAYRAND e GRENIER, 1998).

Como para qualquer doenca de etiologia polimicrobiana, particularmente
aquelas relacionadas ao desequilibrio da microbiota indigena, pesquisas
adicionais sdo necessarias para definir os papéis dos microrganismos e suas

interacdes na etiopatogénese das doencas periodontais, tanto no seu inicio
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COMmO na sua progresséo.

As dificuldades encontradas na procura dos agentes etioldgicos da doenca
periodontal incluem problemas técnicos, tais como obter um espécime clinico
adequado, bem como dificuldades na dispersao, cultivo e identificagdo das
amostras recuperadas. Um segundo conjunto de problemas é de natureza
mais conceitual e envolve a falta de um entendimento claro da patogénese da
doenca periodontal. Estas dificuldades incluem problemas associados a
natureza da doenga periodontal e da prépria microbiota oral. No primeiro
grupo, podem ser destacadas a dificuldade de avaliar o estado de atividade
das lesOes periodontais, a inabilidade para diferenciar as formas das doencas
entre os diferentes individuos e a possibilidade de multiplas doencas em um
mesmo individuo. No segundo, devem ser mencionados fatores como a
complexidade da microbiota, a natureza mista das infecgdes e a distingao
entre espécies oportunistas presentes em niveis elevados e verdadeiros

patégenos.

Desta forma, o desenvolvimento e o aprimoramento de testes para
deteccao de periodontopatégenos é fundamental para que se possam tracar
estratégias para prevencdo e controle destas doencas. Assim, métodos
rapidos de diagnostico microbiolégico, como PCR, poderdao ter impacto
significativo na terapia periodontal, possibilitando a identificagao de
individuos ou sitios periodontais que apresentam risco de estabelecimento

ou progressao da periodontite e a avaliacao do sucesso do tratamento.



116

7 CONCLUSOES

A deteccao de todos os periodontopatégenos putativos pesquisados indica
gue ambas as metodologias empregadas no estudo, cultura microbioldgica e

PCR, eram adequadas ao estudo proposto.

N3o foi possivel, ainda, neste estudo, padronizar método genético para

detectar P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans na placa subgengival.

Os resultados obtidos pelo emprego dos métodos microbioldgico
convencional e genético demonstram associacao de Fusobacterium spp., P.
intermedia, P. nigrescens, T. forsythensis e T. denticola com as formas
crbnica e agressiva de periodontite, de A. actinomycetemcomitans apenas

com periodontite agressiva e E. corrodens com periodontite crdnica.

Rapid ID 32 A se mostrou mais preciso para a identificacao de bastonetes
anaerdbios produtores de pigmento negro se comparado a testes

bioquimicos convencionais.

A analise comparativa dos métodos utilizados mostrou que PCR é mais
sensivel e especifica que cultura microbioldgica para a deteccao de

periodontopatdégenos putativos.

As associagdes observadas nos espécimes obtidos de pacientes com
periodontite agressiva diferem daquelas detectadas, em pacientes com
periodontite cronica, o que corrobora a hipotese de que associagdes
especificas sdo importantes na expressdao diferenciada da doenca

periodontal.

Apesar das limitagOes inerentes a estudos desta natureza, os dados obtidos
reforcam as evidéncias de que membros especificos da microbiota indigena
da cavidade oral estdo envolvidos na etiopatogenia da doenca periodontal,
nas suas diferentes apresentacgdes clinicas, e confirma a importancia da
realizacdo de estudos desta natureza, em diferentes regides geograficas,
para melhor compreensdo de aspectos relacionados a biologia destes

microrganismos e a sua interagao com o hospedeiro.
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Titulo:
AVALIACAO DA OCORRENCIA DE PERIODONTOPATOGENOS EM
SITIOS PERIODONTAIS DE SERES HUMANOS POR METODOS
MICROBIOLOGICOS E MOLECULARES

Coordenador do Projeto:
Luiz de Macédo Farias

Introducdo:

Antes de aceitar participar desta pesquisa, € necessario que vocé leia e compreenda a
explicagdo a seguir sobre os procedimentos propostos. Esta declaracdo esclarece o objetivo,
procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e cuidados durante o estudo. Também
descreve os procedimentos alternativos que estdo disponiveis para vocé e o seu direito de
sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre os
resultados do estudo. Se vocé ndo for honesto com seu dentista em relagdo a suas queixas e
historia, vocé podera prejudicar a vocé mesmo ao participar deste estudo.

Objetivos:

e Avaliar, pelo método de cultura microbioldgica e por métodos moleculares, a presenca de
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Fusobacterium nucleatum, Bacteroides forsythus, Eikenella corrodens,
Actinobacillus actinomycetemcomitans e Treponema denticola em bolsas
periodontais de pacientes portadores de periodontite do adulto ou periodontite de inicio
precoce e em sulcos gengivais de pacientes sem manifestacGes clinicas de doenca
periodontal.

e Analisar as possiveis associacbes existentes entre os periodontopatdgenos isolados dos
pacientes com as diferentes entidades clinicas periodontais avaliadas.

Resumo:

Doencas periodontais, usualmente infecgdes bacterianas, se constituem em uma diversidade
de alteragdes que acometem o periodonto, caracterizadas pela formagdao de bolsa
periodontal, migracdo do epitélio juncional e destruicdo de tecido ésseo e conjuntivo. As
infeccdes periodontais sdo as principais causas de destruicdo déssea alveolar e perda do
elemento dental. Mais de 500 espécies de bactérias tém sido identificadas como
colonizadores potenciais das placas supra e subgengival, podendo induzir resposta no
hospedeiro e levar a inflamagdo no periodonto. Diferencas na composicdo da microbiota
subgengival tém sido relacionadas a varias doencas periodontais. Estudos microbiolégicos
indicam que poucas bactérias anaerdbias e anaerdbias facultativas Gram negativas parecem
estar associadas a doenca e formacdo de bolsa periodontal. Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, Eikenella corrodens, Bacteroides forsythus,
Selenomonas sputigena e Prevotella intermedia, entre outros, tém sido sugeridos como
patégenos potenciais na doenca periodontal do adulto, enquanto o Actinobacillus
actinomycetemcomitans parece estar relacionado a etiologia da periodontite juvenil.
Assim, considerando a relevancia dos microrganismos na etiologia e patogénese das doencas
periodontais, o reconhecimento do papel desses agentes é importante para se estabelecer
uma real relacdo entre determinado grupo microbiano e entidades clinicas periodontais,
podendo entdo se alcancar melhor diagndstico, progndstico e tratamento dessas infecgdes.

Procedimento:

Se vocé tem indicagdo para tratamento periodontal, vocé pode ser selecionado. Ndo serdo
incluidos no estudo, pacientes portadores de alteracdes sistémicas, em uso de
antimicrobianos e que tenham sido submetidos a tratamento periodontal recentemente. Caso
vocé concorde em participar, um cone de papel absorvente serd inserido na bolsa
periodontal, por 60 segundos, e transferido, imediatamente, para solugdo de transporte.
Utilizando cureta periodontal, a placa bacteriana subgengival serd colhida, com leve
raspagem, e transferida para solucdo de transporte.

Todos os resultados de exames que estiverem prontos estardo a sua disposicao a qualquer
momento da pesquisa.

N&o havera nenhum custo para vocé com sua inclusdo no estudo.

Vocé ndo recebera qualquer remuneragdo pela participagdo na pesquisa.
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Desconfortos:
O procedimento de colheita ndo gera nenhum desconforto.

Beneficios:

Sua participacdo serd muito importante para o conhecimento da etiologia da infeccdo
periodontal e podera contribuir, no futuro, para a melhoria do controle da infeccdo e da
saude bucal.

Confidencialidade: )

Os resultados serdo mantidos em sigilo até onde é permitido pela lei. O Comité de Etica em
Pesquisa da Instituicdo podera verifica-los e ter acesso aos dados que identificam seu nome.
Qualquer publicacdo dos dados ndo o identificard. Ao concordar com sua participacdo, vocé
autoriza o pesquisador a fornecer seus registros médicos para o 6rgdo financiador, para a
Instituicdo e para o Comité de Etica em Pesquisa da Instituigdo.

Desligamento:

Vocé podera se afastar, a qualquer momento, sem prejuizo para o seu acompanhamento
odontoldgico. O dérgédo financiador do estudo (se houver) podera finalizar a sua participagdo
nesta pesquisa por falta de recursos por parte do financiador ou por ndo preenchimento de
critérios de inclusdo por parte do paciente.

Novas descobertas:
Todos os novos dados desta pesquisa serdo fornecidos a vocé.

Contato com o pesquisador:

Pode ser feita pelo telefone 3499 2743. Caso tenha alguma duvida sobre os seus direitos
como paciente de pesquisa, vocé devera ligar para o presidente do Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG no numero 3248 9364.

Consentimento:

Li e entendi as informagles precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas duvidas foram respondidas a contento. Estou participando voluntariamente desta
pesquisa, até que eu decida o contrario.

Belo Horizonte, de de

Nome do paciente:

RG: Idade:
Endereco:
Testemunhas
Nome: Nome:
RG: RG:

Endereco: Endereco



Anexo III - Ficha Clinica

FICHA CLINICA

Nome:

Ne-
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Endereco:

Idade:

Historia médica

Alteragdes sistémicas:

Tratamentos anteriores:

Alergias:

Enfartamento ganglionar:

Uso de medicamento:

Edemas:

Uso de antibidtico:

Quanto tempo:

Fumante:

Tratamento periodontal anterior:

Quanto tempo:

Diagndstico periodontal atual:

Sondagem

Faces

Dente M D P/L

Dente

Faces

M D P/L

Sitios coletados:

Data da coleta:

Local da coleta:

Professor responsavel:

Obs.:




Anexo IV - Chaves de identificacao dos microrganismos

e Bactérias Produtoras de Pigmento Negro

+ Hidrélise da Jsculina

- Celobiose

Lactose +

+

Produtor de Pigmento negro

L

- Indol +|

Sensibilidade a bile

P. intermedia

P. denticola

P. loescheii

- Celobiose +

Fermentacao de glicose

P. melaninogenica

P. loescheii

Resisténcia a canamicina

-

Tripsina +
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Catalase -

P. gingivalis

B. levii
Amostra Indol | Lipase | Vancomicina Catalase Tripsina Esculina Fermentacdo
Glicose | Lactose | Sacaros | Celobiose
e

P. asaccharolytica + - S - - - - - -
P. endodontalis + - S - - - - - - _
P. gingivalis + - S - + - - - - _

P. denticola - - R - + + + + -

P. intermedia + +/- R - - + - + -
P. loescheii - \ R - \Y; + + + +

P. melaninogenica - -/+ R - - + + + -




e fFusobacterium

Teste respiratorio - Anaerdbio obrigatdrio

Resisténcia a vancomicina

Sensibilidade a colistina e a canamicina
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Amostra Indol Bile H.S Esculina Lipase
F. alocis - S - - -
F. mortiferum - R + + -
F. naviforme + S + - -
F. necrophorum + -/+ + - +
F. nucleatum + S +/- - -
F. periodonticum + S + - -
F. pseudonecrophorum + R + - -
F. russii - S -/+ - -
F. simiae + R + -
F. sulci - S - - -
F. varium v R + - \Y
Amostra Fermentacdo
Glicose Galactose Manose Frutose Lactose Sacarose Trealose Rafinose
F. alocis - - - - - - - -
F._mortiferum +/F - +/F +/F +/F +/F -/+ +/F
F. naviforme F/- - - - - - - -
F. necrophorum -/F - - -/F - - - _
F. nucleatum -/F - - -/F - - - -
F. periodonticum + + - + - - - -
F. pseudonecrophorum F - - F - - - -
F. russii - - - - - - - -
F. simiae + - - + - - = =
F. sulci - - - - - - - -
F. varium F/+ -/F F/+ F/+ - - - -
e Actinobacillus actinomycetemcomitans
Teste respiratorio — Microaerdfilo / capnofilico
Catalase Oxidase Esculina H2S NaF NaF Glicose Sacarose Trealose Lactose
10ug/ml 100ug/ml
+ - - - R S + - - -
e FEikenella corrodens
Teste respiratério — Microaerdfilo / capnofilico
Fermentacao de Hidrélise da Catalase Oxidase Indol
Sacarose Esculina

- +
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Anexo V - Testes Enzimaticos e Bioquimicos - Sistema Rapid ID 32 A

Urease
Arginina Di-hidrolase

o Galactosidase

B Galactosidase

B Galactosidade 6 fosfato
o Glucosidase

B Glucosidase

o Arabinosidase

B Glucuronidase

B N-Acetil-Glucosaminidase

Fermentacao de manose
Fermentacao de rafinose

Acido glutdmico Decarboxilase
o Fucosidase

Redugao de nitratos

Produgao de indol

Fosfatase alcalina

Arginina Arilamidase

Prolina Arilamidase

Leucil Glicina Arilamidase
Fenilalanina Arilamidase

Leucina Arilamidase

Acido Piroglutamico Arailamidase
Tirosina Arilamidase

Alanina Arilamidase

Glicina Arilamidase

Histidina Arilamidase

Glutamil Acido Glutdmico Arilamidase
Serina Arilamidase



