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SINOPSE

Para diagnosticar precisamente 0os microrganismos envolvidos na
etiologia da doenca periodontal, varias técnicas laboratoriais tém sido
utilizadas. Entre estas podemos citar a sonda de DNA, meios de cultura,
métodos de imunofluorescéncia e de ELISA. O objetivo desta revisao foi
avaliar a eficiéncia destes métodos comparando-o0s com a sonda de DNA,
que mostrou ser mais eficiente que os demais.
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INTRODUCAO

Diferentes microrganismos estao associadas com a saude e a doenca
periodontal ©. Na década de 80 a analise microbiolégica foi proposta para
diagnosticar e monitorar a evolucao da doenca periodontal em humanos.
Estudos realizados avaliaram desde a morfologia e movimentacao das
bactérias, até a cultura de placa subgengival, usada para determinar a
composicdo da flora bacteriana 4. 5. 6, 13, 14. A doenca periodontal é uma
infecc@o possivel de ser tratada quando o microrganismo infectante é
identificado e eliminado. Partindo desta identificacdo o clinico pode tracar
um diagnostico ou avaliar a eficacia do tratamento, baseado na etiologia
microbiana e ndo apenas nos aspectos clinicos.

A doenca periodontal clinicamente é caracterizada por edema, alteracao
de cor, sangramento a sondagem, perda de insercgéo clinica e presenca
de exudato. Entretanto existem infeccdes periodontais nas quais o dano
tecidual € muito grande em comparacao a pequena quantidade de placa
visivel, e bolsas profundas podem ficar "ocultas" por tecido gengival com
aparéncia clinica sadia 2. Embora se destaque ha muito tempo a
iImportancia do controle da placa bacteriana no tratamento da doenca
periodontal, é relativamente recente a identificacdo de espécies
microbianas especificas na placa dental. Identificar precisamente os
microrganismos presentes em cada forma de doenca periodontal pode
ser a forma ideal para o controle dessas patologias °. Estudos tem
mostrado que algumas bactérias periodontopatogénicas podem ser
caracterizadas pela sua acdo enzimatica e esta identificacdo ser util para
o diagnéstico da doenca 4 5, 8, 12,

Estudo realizado por SOCRANSKY 13 em 1987 considerou as limitacoes
para medir o estagio clinico e identificar os sitios periodontais ativos e
diferencia-los dos sitios ndo ativos. A teoria de especificidade da placa
bacteriana esta relacionada com a doenca periodontal destrutiva, e
sugere que niveis elevados de Actinobacilos actinomycetemcomitans,
Bacteroides gingivalis, e Bacteroides intermedius s&o indicadores da
atividade da doenca.

Espécimes Subgengivais

Em criancas néao foi demostrada a relacéo entre raca, sexo, idade e os
microrganismos A. actinomycetemcomitans, B. intermedius, e B.
gingivalis 1. Entretanto, a associacdo entre o A. actinomycetecomitans e
a periodontite juvenil localizada foi descrita por ZAMBON et al. 16, O A.
actinomycetemcomitans foi caracterizado como o unico produtor de
leucotoxina nos casos de periodontite juvenil. Pacientes com periodontite
juvenil localizada mostraram alta toxidade no filtrado, diferente dos
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pacientes com saude ou doenca periodontal do adulto, portanto, este
microrganismo parece estar associado a patogénese de tipos especificos

da doencga com carater destrutivo rapido 3 16,

Outros fatores da viruléncia deste microrganismo foram descritos por
TAYLOR 15, Entre eles podem ser citados o fator de inibicdo quimiotatica,
iImunossupressor, citotoxico, unido de proteinas e lipopolissacarideos,
determinantes de resisténcia a antibidticos, adesinas e invasinas.

Sonda de DNA

O teste é realizado a partir da purificacdo do DNA bacteriano de uma
espécie alvo, ou seja, o DNA é fragmentado e purificado em particulas
menores. Os fragmentos sdo marcados, geralmente com um elemento
radioativo, e ligado ou hibridizado com o DNA bacteriano isolado da
mesma espécie. As amostras sdo enviadas ao laboratoério e colocadas em
filtro. O DNA marcado é levado as condi¢des de hibridizacdo, que podera
evidenciar o material em filme fotografico. Quanto mais pontos escuros
estiverem sensibilizando o filme, maior sera a quantidade de DNA
marcado e maior também sera a quantidade de espécie alvo presente na
amostra 16,

Comparacao entre sonda de DNA e outros métodos de diagnodstico

MELVIN et al. 10 compararam a sonda de DNA e o método ELISA, para
identificar e correlacionar os microrganismos presentes em pacientes
com doenca periodontal. A sonda de DNA foi utilizada para identificar A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, E. corrodens, F.
nucleatumT. denticola e C. rectus e o método ELISA para identificar P.
gingivalis, E. corrodens, T. denticola, e C. rectus. A comparacao entre os
dois métodos revelou que o método ELISA identificou P. gingivalis, e C.
rectus significativamente com mais frequéncia que a sonda de DNA e que
o T. denticola foi identificado com mais freqguéncia na sonda de DNA.

SAVIT et al. 11 demonstraram em estudo realizado que a sonda de DNA
mostrou 100% de eficiéncia para detectar A. actinomycetecomitans e B.
intermedius e 91% de eficiéncia para detectar B. gingivalis, em amostras
cultura negativa. A analise feita com a sonda revelou uma correlacao
entre a presenca destes patdgenos e a evidéncia clinica da doenca. As
amostras obtidas de pacientes saudaveis nao mostraram nenhum nivel
dos trés patdgenos, tanto em cultura como com a sonda de DNA. Esses
resultados sugerem que a sonda de DNA é mais eficiente que a cultura
para detectar A. actinomycetemcomitans, B. gingivalis, e B. intermedius
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em amostras de placa subgengival em humanos.

LISTGARTEN et al. 7 compararam a sensibilidade relativa da
imunofluorescéncia, da cultura e da sonda de DNA para a deteccao de
patdégenos periodontais. A imunofluorescéncia e a sonda de DNA
permitiram a deteccao de A. actinomicetemcomitans mais eficientemente
que a cultura. Estes dois testes também se mostraram superiores a
cultura para a deteccao de P. gingivalis e B. forsythus. Na cultura estas
duas espécies ndo mostraram crescimento confiavel quando
permaneciam por longo periodo de tempo no meio de transporte. Neste
estudo, a sonda de DNA mostrou-se menos efetiva que a
imunofluorescéncia para a deteccdo de P. gingivalis e B. Forsythus,
contudo, muitos dos niveis relatados foram baixos e, se existem niveis
criticos necessarios para o inicio da doenca, a cultura ou a sonda de DNA
sao sensiveis o suficiente para detectar as espécies alvo, portanto, a
maior sensibilidade da imunofluorescéncia pode ndo ser necessaria.
Porém até que estes niveis criticos estejam bem definidos, a maior
sensibilidade da imunofluorescéncia pode ser uma vantagem.

DI RIENZO et al. 3 mostraram que o A. actinomicetemcomitans tem sido
reconhecido como agente etiolégico primario na periodontite juvenil
localizada, entretanto, persistem questdes quanto a origem da infeccéo,
processo de transmisséo e viruléncia, e o carater hereditario. Andalise de
fragmento de um clone cromossémico de DNA escolhido ao acaso,
revelou que a linhagem do A. actinomicetemcomitans previamente
caracterizado mostrava menor heterogenicidade quando isolada de
individuos com carater hereditario ou variantes determinadas da
periodontite juvenil localizada. A sonda de DNA permite determinar tipos
ou variantes associadas com sitios de destruicdo periodontal.
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DISCUSSAO

Segundo SAVIT et al. 11 as sondas de DNA sdo mais sensiveis para a
deteccdo de patdégenos periodontais que a técnica de cultura. LOESCH 8
comparou a cultura, sonda de DNA, imunofluorescéncia e ELISA, exames
microscopicos e teste de BANA para detectar e quantificar A.
actinomycemtecomitans, P. gingivali, T. denticola, B. forsythus nas
mesmas amostras de placa. Um total de 204 amostras de placa foram
coletadas de 67 pacientes, cujos sitios sangravam e apresentavam
profundidade de sondagem de 6,4 + 1,8mm. Os métodos
freqientemente concordaram em resultados verdadeiro-positivo e
verdadeiro-negativo. A sonda de DNA foi precisa entre 88% e 96% dos
sitios para detectar os microrganismos alvos. A cultura foi menos precisa
na deteccao de P. gingivalis e A. actinomicetemcomitans e, como ja era
previsivel, ndo pode ser usada rotineiramente com espiroquetas como T.
denticola. Neste estudo os dados indicaram que a sonda de DNA e o
método imunoldgico sdo mais confiaveis como referéncia padrédo que a
cultura. Como a sonda de DNA é especifica para cada microrganismo e
pode ser produzida comercialmente de modo padronizado, ela parece ser
a melhor escolha para a referéncia primaria ou para a deteccéao e
quantificacdo de periodontopatégenos. Como ja descrito, embora muitos
estudos demonstrem a eficiéncia dos testes microbiol6gicos, deve-se
considerar que inumeros problemas podem ser levantados com relacéao
ao uso dos mesmos na clinica odontologica. Como exemplo pode-se
citar: existem aproximadamente 20 espécies bacterianas que causam
infeccédo periodontal, portanto um teste microbioloégico que identifique
somente uma espécie, pode nao detectar infec¢cbes que se iniciem por
outras espécies; existem certas combinacfes de espécies que sao
necessarias para causar a doenga, ou seja, a doenca periodontal € uma
infeccdo mista; existe uma discordancia na identificacdo dos principais
periodontopatdgenos, que resultam das diferencas nos métodos de
cultura e do procedimento de coleta das amostras; a maioria dos
microrganismos podem estar associados com a doenca periodontal
somente quando seus niveis estao altos, este limiar ndo € conhecido,
entdao nao se pode distinguir niveis de doenca de niveis carregados pelo
portador, o que implica que a deteccdo mesmo confiavel de um
organismo pode nédo traduzir na deteccao da doenca; os méetodos
estatisticos usados para analisar os dados microbiolégicos nem sempre
sdo apropriados. Outro problema relacionado ao uso de testes bioldgicos
€ a necessidade de que ele seja objetivo para o diagndéstico da doenca
periodontal. As analises iniciais de mercado para o desenvolvimento
comercial de testes de diagnostico mostra a falta de interesse dos
profissionais por tais produtos. Para que a classe odontoldgica faca uso
de tais testes, estes deveriam ser simples, de rapida execucao, baratos e
capazes de fornecer informacfes realmente Uteis para o tratamento 8.
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CONCLUSAO

A sonda de DNA é o método mais sensivel para a deteccdo de patdogenos
periodontais. Entretanto, a utilizacdo clinica da sonda de DNA é
questionavel, pois a identificacdo de um patdgeno ndo implica em
diagndstico preciso, jA que muitas vezes € necessaria a associacao entre
varias espécies para causar os sintomas clinicos da doenca periodontal.
O alto custo, dificuldade na fase laboratorial e tempo interferem na
indicacdo para a realizacao clinica do teste.

ABSTRACT

The fact of microorganism population being present in the oral flora and
the intimate relation with the periodontal disease guide researchers to
study and evaluate how it afeccts periodontal health. As well known
periodontal disease is an infectious disease and shoud be evaluate and
treat as one. Taking advantage of improved technics in studing bacteria
that cause periodontitis will lead us in a close future to point out our
research toward a better and easy method to determinate exactly with is
the best treatment to eliminate or control the microorganism population
that cause this disease. One of this methods is able to identify DNA
bacteria and quantify the amount of bacteria present in subgengival
plaque and it is called the DNA probe. Being capable of quantifying and
identifying bacteria permiting us to reach a better diagnostic and a more
successful treatment plan is our goal in periodontics. The purpose of this
review was to demostrate that the DNA probe is the most efficient
method when compared with other technics.

KEY WORDS

Microbiology , disease, DNA probe
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