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Resumo

Bastonetes anaerobios Gram-negativos especificos
possuem um papel fundamental nas diferentes
entidades clinicas da doenca periodontal. Apesar da
existéncia de métodos de cultura, imunologicos e
enzimaticos para a deteccao de microrganismos
especificos na doenca periodontal, nenhum deles tem
sido completamente preciso para deteccdo de bactérias
periodontopatogénicas. O progresso e a disponibilidade
de técnicas de biologia molecular para a deteccao de
microrganismos periodontais mostram-se necessarios
para a descricao rapida e mais precisa de espécies
periodontopatogénicas, assim como a determinacao do
papel das mesmas nas diferentes formas de doencas
periodontais, uma vez que o controle de algumas
infeccOes periodontais seria mais eficaz com a utilizacao
de terapias especificas e monitoramento de fatores de
risco para uma reinfeccdo. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi realizar por meio de revisdao de literatura,
uma analise das técnicas de biologia molecular na
deteccdao, descricado e monitoramento de
periodontopat6genos.
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INTRODUCAO

Bastonetes anaerobios Gram-negativos especificos
possuem um papel fundamental nas diferentes
entidades clinicas da doenca periodontal (LISTGARTEN,
1994; LISTGARTEN; WONG; LAI, 1995; MOORE; MOORE,
2000). Porphyromonas gingivalis freqgiientemente tem
sido identificado como um dos principais agentes
etiolégicos da periodontite (SLOTS; RAMS, 1992).
Adtinobacillus actinomycetemcomitans é isolado, com
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freqiiéncia, em quadros de doencas periodontais
agressivas, com grande capacidade de invadir os tecidos
gengivais (CHRISTERSSON et al., 1987). A.
actinomycetemcomitans tem sido identificado como
patégeno primario na periodontite agressiva, uma
doenca na qual o tecido periodontal é rapidamente
destruido na auséncia de depdésitos significantes de
bactérias (GONCHAROFF et al., 1993). Esse
microrganismo é encontrado em sitios que falharam
na resposta a terapéutica periodontal (SLOTS;
LISTGARTEN, 1988), assim como Fusobacterium
nucleatum que, segundo MOORE e MOORE (1994),
pode estar envolvido na patogénese das diferentes
modalidades de periodontopatias, desde gengivites até
periodontites avancadas (HAFFAIEE; SOCRANSKY, 1994).

P. gingivalis e Prevotella intermedia sao
freqlientemente isolados de amostras de biofilme
subgengival de pacientes com diversas formas de
doenca periodontal, incluindo a periodontite cronica
(MOORE; MOORE, 1994), e podem ser encontrados,
em menor propor¢ao, em tecidos periodontais sadios.
Prevotella intermedia associada com espiroquetas
também é encontrada na gengivite ulcerativa
necrosante.

Fusobacterium nucleatum constitui o isolado mais
comum em amostras de biofilme subgengival de
diferentes condicoes clinicas, sendo importante na
iniciacao da gengivite e Tannerella forsythia é
encontrado freqiientemente na placa subgengival em
associacao com sitios de perda de insercdo periodontal
(TRAN et al., 2001).

Apesar da existéncia de métodos de cultura,
imunologicos e enzimaticos para a deteccao de
microrganismos especificos na doenca periodontal
(LISTGARTEN, 1992), nenhum deles tem sido
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completamente preciso para deteccdao de bactérias
periodontopatogénicas (NOZAKI et al., 2001). O
progresso e a disponibilidade de técnicas de biologia
molecular para a deteccao de microrganismos
periodontais sao necessarios para a descricao rpida e
mais precisa de espécies periodontopatogénicas (LAl
et al., 1987). A quantificacao precisa do numero de
células de uma espécie bacteriana em uma amostra
de biofilme dentario é necessaria para compreensao
da etiologia bacteriana da periodontite. A técnica do
real-time PCR oferece uma alternativa eficiente, sensivel
e confidvel para esta quantificacdo (LYONS; GRIFFEN;
LEYS, 2000). Também é de grande importancia na
determinacdao do papel dessas espécies microbianas
nas diferentes formas de doencas periodontais, uma
vez que o controle de algumas infeccoes periodontais
seria mais eficaz com a utilizacao de terapias especificas
e monitoramento de fatores de risco para uma
reinfeccao (NEWMAN, 1990; LISTGARTEN, 1994).
Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar, pela
revisdo de literatura, uma andlise das técnicas de
biologia molecular na deteccdao e descricao de
periodontopat6genos.

RevisAo pE LITERATURA

Uma das maiores dificuldades para a deteccao de
microrganismos periodontopatogénicos esta relacionada
ao custo elevado dos meios de cultura e testes
bioquimicos, dificuldade na manipulacdao dos
microrganismos apoés sua coleta, e dificuldades técnicas
para incubacao e leitura dos resultados (SOCRANSKY et
al., 1987).

Tecnologias no diagnostico microbiol6gico aplicado
as doencas periodontais, como utilizacao de sondas de
DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (ASAI et
al., 2005; PEREA, 2004), tém expandido as possibilidades
do estudo de uma grande quantidade de espécies com
custos relativamente baixos. As sondas de DNA
consistem em segmentos especificos de DNA, de fita
simples, que reconhecem e hibridizam com seqiiéncias
complementares presentes no genoma bacteriano, via
pareamentio de bases complementares, formando
moléculas hibridas de fita dupla. As sondas sdo marcadas
com radiois6étopos, enzimas ou moléculas
quimioluminescentes, para que as moléculas hibridas
possam ser identificadas apds o teste.

A técnica da PCR permite a deteccao de patogenos
isolados ou diretamente em material clinico, mesmo
se presentes em pequenas quantidades, pela
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amplificacao de seqiiéncias nucleotidicas especificas
contidas no patégeno. Asai et al. (2005) verificaram
pela técnica da PCR, de acordo com a seqiiéncia
nucleotidica, que P. gingivalis Pg-11 tipo 2 é
freqlientemente detectado em pacientes com doencas
periodontais, sugerindo seu importante papel na
etiologia dessas doencas.

A analise por meio de sondas de DNA oferece
sensibilidade apropriada e metodologia especifica e
equivalem aos métodos de cultura para deteccao de
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia
nas amostras de biofilme subgengival humanos (ALl et
al., 1994; LOESCHE et al., 1991; SLOTS; RAMS., 1992;
VAN STEENBERG et al., 1996). Com relacdo a PCR, Riggio
et al. (1996), pelo estudo comparativo de deteccao de
A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis, observaram
claramente a superioridade do PCR sobre o método de
cultura.

Nozaki et al. (2001), estudando a presenca de P,
gingivalis pela deteccdo de DNA e posterior
amplificacdao por PCR, observaram que a amplificacdao
gendmica foi eficiente para a deteccao da espécie,
com alta sensibilidade e especificidade. Esses autores,
comparando a sensibilidade de técnicas de PCR e de
ensaios de imunofluorescéncia indireta (IFl) para a
deteccao de P. gingivalis, observaram que PCR foi cem
vezes mais sensivel do que a IFI em termos de
deteccao do microrganismo. Doungudomdacha et al.
(2001) observaram por meio de PCR que metade dos
sitios inicialmente positivos para P. gingivalis, P.
intermedia e A. actinomycetemcomitans antes do
tratamento periodontal mostraram-se positivos apos o
tratamento. Além disso, alguns sitios considerados
saudaveis também foram positivos. Os autores
demonstraram que, pelas técnicas aliamente sensiveis,
é possivel determinar o numero relativo de
microrganismos necessarios para o inicio de uma
infeccdao e, assim como Teanpaisan; Douglas e Walsh
(1995), enfatizaram que a mera presenca dos patégenos
ndo implica doenca, mas, sim, o alto numero desses
microrganismos.

A deteccao de microrganismos, utilizando-se
métodos de alta especificidade e sensibilidade, é de
particular importancia nas periodontites que afetam
pré-adolescentes. E possivel que patégenos
periodontais permanecam na regido de esfoliacao do
dente deciduo e continuem a sobreviver no sulco
gengival do dente permanente durante a denticao
mista. Nesse caso, o nimero de patégenos na area
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especifica pode ser pequeno, e a deteccdo desses
microrganismos pode contribuir para a identificacao de
pacientes com potencial risco de desenvolver a doenca
na adolescéncia (OKADA; HAYASHI; NAGASANA, 2000).

A literatura relata similaridade na microbiota
periodontal de individuos de diferentes partes do
mundo, entretanto, a maioria desses estudos utilizou
métodos de cultura convencionais, limitando o
isolamento de espécies de biofilme subgengival,
subestimando por vezes o namero real de patd6genos
que podem estar presentes na doenca periodontal.
Colombo et al. (2002), utilizando a técnica de
hibridizacao de DNA, observaram que a microbiota
subgengival de pacientes com periodontite crénica no
Brasil apresenta similaridades a microbiota de adultos
nas mesmas condicoes em populacoes de outros paises.
Cortelli et al. (2005) relataram prevaléncia similar de P
gingivalis em pacientes brasileiros com periodontite
cronica ou agressiva com relacdo a outros paises da
América do Sul.

Moncla et al. (1990) utilizaram sondas para as regioes
hipervariaveis de RNA riboss6mico e comprovaram que
a utilizacdo de seqiiéncias de nucleotideos altamente
especificas para cada espécie bacteriana mostra-se
como uma alternativa importante para o diagnostico
mais preciso e sensivel baseado em PCR. Entre os muitos
potenciais sitios de amplificacdo, o gene 16S rRNA
aparece como o mais utilizado para reacoes de PCR e
esta presente na maioria das bactérias, sendo altamente
especifico para cada espécie.

Além da deteccao e monitoramento das espécies
microbianas presentes no periodonto, as técnicas de
biologia molecular também podem ser utilizadas para
identificacdao de organismos que exibem alta
semelhanca genética e fenotipo similar. Por exemplo,
A. actinomycetemcomitans é geneticamente
semelhante ao Haemophylus aphrophilus, ambas as
espécies sao encontradas na biofilme subgengival e
exibem morfologia colonial semelhante. P. intermedia
e P. nigrescens mostram 94% de similaridade e apenas
6,6% de diferencas; ambos os organismos sao habitantes
freqiientes das bolsas periodontais e dificeis de serem
distinguidos pelos meios de cultura. O 16S rRNA foi
capaz de identificar cada um desses microrganismos
sem nenhuma evidéncia de reatividade cruzada
(ASHIMOTO et al., 1996).
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Discussio

Tecnologias para a identificacao da microbiota
periodontal incluem: cultura, testes imunologicos e
enzimaticos e métodos de biologia molecular (PCR e
sondas de DNA). Os métodos de cultura consomem
muito tempo, sao caros e podem falhar no crescimento
de alguns microrganismos importantes. Os métodos de
diagnosticos imunolégicos requerem anticorpos
reagentes especificos, 0s quais nao avaliam sua leitura
e podem resultar em conclusoes falso-positivas devido
areacdo cruzada com organismos nao-alvo (ASHIMOTO;
FLYN; SLOTS, 1995). Ja a utilizacao do PCR e sondas de
DNA tém sido capazes de detectar e identificar
microrganismos que se apresentam em pequeno
numero, com a vantagem de serem técnicas simples,
rapidas e mais sensiveis do que a utilizacdao de culturas
bacterianas, possibilitando ainda a caracterizacao
genética dos microrganismos (DOGAN; SAARELA;
ASIKAINEN, 1999; RIGGIO et al., 1996; SAKAMOTO;
UMEDA; BENNO, 2005; SANZ, 2004).

O progresso e a disponibilidade dessas técnicas tém
sido extremamente Uteis na descricdo mais precisa de
espécies subgengivais e, consegilientemente,
determinando o papel dessas espécies nas doencas
periodontais (LOESCHE et al., 1991; SAKAMOTO; UMEDA;
BENNO, 2005). Socransky e Haffaiee (1992) descreveram
uma técnica para identificacdo de espécies subgengivais
diretamente de amostras de biofilme dentario,
eliminando a necessidade de cultura de microrganismos
e permitindo a caracterizacdo de um grande numero
de amostras em curio espaco de tempo.

Além disso, espécies em pequeno numero podem
ser facilmente detectadas, como demonstraram Riggio
et al. (1996) por meio do estudo comparativo de
deteccdo de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis
utilizando técnicas de PCR e meios de cultura.
Doungudomdacha et al. (2001) e Teanpaisan; Douglas
e Walsh (1995) observaram que PCR pode ser utilizada
para determinar o numero relativo de microrganismos
necessarios para o inicio de uma infeccao, devido a sua
alta sensibilidade e especificidade.

Enquanto A. actinomycetemcomitans pode ser
rotineiramente recuperado em meios de cultura
seletivos, a utilizacao do DNA pode detectar niveis mais
baixos do que os requeridos para a cultura (LISTGARTEN;
WONG; LAI, 1995). A deteccao desse
periodontopatégeno é de particular importancia no caso
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de periodontites que afetam pré-adolescentes e a sua
caracterizacao pode ser importante na determinacao
do potencial de risco desses pacientes (OKADA; HAYASHI;
NAGASAKA, 2000).

Segundo Nozaki et al. (2001), as técnicas de biologia
molecular promovem uma eficiente deteccao de P.
gingivalis, com alta sensibilidade e especificidade, sendo
considerado pelos autores como o melhor
procedimento, na atualidade, para identificacio dessa
espécie. Além disso, P. gingivalis nao se desenvolve
com confianca em cultura, particularmente se ficar em
meio de transporte por tempo prolongado.

Dificuldades podem ser encontradas com a utilizacao
de sondas de DNA, pois, por vezes, elas nao discriminam
entre células viaveis e nao viaveis, produzindo resultados
falso-positivos (CHEN; SLOTS, 1999). Por outro lado, as
limitacGes na utilizacao das sondas de DNA e PCR sao
muito menores do que as apresentadas pelos métodos
de cultura (COLOMBO et al., 2002; RIGGIO et al.,
1996).

As vantagens das técnicas moleculares consistem
na sua sensibilidade, especificidade e seguranca. Em
termos de seguranca, essas técnicas ndao exigem o
isolamento do agente infeccioso e podem ser efetuadas
em amositras retiradas diretamente da infeccdo (FRENCH
et al., 1986). Em virtude de sua sensibilidade, é possivel
detectar amostras muito diluidas e microrganismos em
pequeno numero e, por fim, sua especificidade permite
a distincao das diferentes espécies envolvidas nas
periodontopatias (ASHIMOTO et al., 1996). Essas
técnicas podem representar, em um futuro muito
préoximo, uma arma viavel para o clinico na melhor
compreensado e controle das periodontopatias, uma vez
que identifica com precisao diferentes espécies
microbianas envolvidas nesta patologia, permitindo
possiveis mudancas nas estratégias terapéuticas na
Periodontia.

CoNcLusOEs

As técnicas de biologia molecular (PCR e sondas de
DNA) apresentam maior sensibilidade, especificidade e
seguranca para a deteccao de periodontopatogenos em
relacao aos métodos fenotipicos e permitem a deteccao
e descricao mais precisas desses microrganismos.

ABSTRACT

Anaerobic Gram-negative rods have an essential role in
different clinical manifestations of periodontal diseases.
Despite the existence of microbiological, immunological
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and enzymatic methods for the detection of periodontal
diseases related to specific microorganisms, none of
them have been considered completely accurate to
detect periodontopathogens. The progress and the
availability of molecular biology techniques for the
detection of periodontopathogens are necessary for a
faster and more precise description of
periodontopathogenic species, also for the
determination of their role in different forms of
periodontal diseases, considering that the control of some
periodontal infections would be more effective with the
use of specific therapies and re-infection risk factors
monitoring. Therefore, the aim of this work was to
analyze, through literature review, the modern
techniques of molecular biology in the detection,
description and monitoring of periodontopathogens.
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