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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de A.
actinomycetemcomiians, C. rectus, E. corrodens, F gingivals,
e I forsythiaem 90 individuos. Entre estes, encontramos paci-
entes periodontalmente saudaveis (n=14), com gengivite
(n=29) ou periodontite (n=47). Amostras subgengivais foram
coletadas e processadas por reacao em cadeia da polimerase
(PCE). A presenca bacteriana foi avaliada por ANOVA, ¢de
Student e Wilcoxon. Verificou-se prevaléncia (p<0,05) de C
rectus (92,8%), P gingivalis (7,1%), 7. forshythia (7,1%), E
corrodens(7,0%) e A. actinomycetermcomitans (0,0%) para os
individuos periodontalmente saudaveis. Nos individuos com
gengiite, C. rectus(96,5%), 7. forshyttia (44,8%), £ corroderns
(28,0%), A. actinomycetermcomitans (14,0%) e P gingivalis
(10,3%). Para os individuos diagnosticados com periodontite,
C rectus|97,8%), T forshythia(71,7%), E. corrodens(41,0%)
Paingivalis (32,6%)| e A. actinomycetermcomitans(30,0%). Nao
foi observada diferenca estatisticamente significativa para C.
rectus em funcao do diagnostico periodontal, todavia, 2
agingivalis, E.corrodens, A forshychia e
A actinomycetemcomitans foram mais prevalentes nos indivi-
duos diagnosticados com periodontite. Diante dos resultados
apresentados, podemos concluir que C. rectus, foi a bactéria
mais prevalente independente do diagnostico periodontal, es-
tando a freqUéncia de P gingivalis, E.corrodens, T. forstythiae
A.actinomycetemcomitans dependente do diagndstico de
gengivite ou periodontite.
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da polimerase, gengivite, periodontite. R Periodontia 2006;
17:00-00.
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INTRODUCAO

Adoenca periodontal € uma patologia que acome-
te um grande nuimero de individuos em todo o mundo.
O fator etioldgico principal desta doencga € o biofilme
dental, que pode promover uma reacao inflamatdria dos
tecidos periodontais em decorréncia de processo infec-
cioso induzido por microrganismos (AMERICAN
ACADEMY OF PERIODONTOLOGY-AAR 1996).

A exposicao do tecido gengival ao biofilme dental
resulta na inflamacao deste tecido evidenciado clinica-
mente por alteracoes de cor, forma e contorno gengival,
aumento do exudato, sangramento espontaneo ou pro-
vocado (MARIOTTI, 1999). A periodontite, definida como
uma doenca inflamatdria dos tecidos de suporte dos
dentes, causada por microrganismos especificos, resul-
ta em uma destruicdo progressiva do ligamento
periodontal e osso alveolar de suporte (NOVAK, 2004).

A doenca periodontal é a maior responsavel pela
perda de dentes em seres humanos, devido a sua natu-
reza cronica e indolor, desenvolvendo-se de forma
gradativa e assintomatica. Somente nos ultimos estagi-
0s, com bolsas periodontais profundas e mobilidade
dental ela é percebida (MACHION et g/, 2000).

Dos estudos observacionais, 0 mais comum € o
transversal, ou, também chamado de estudo seccional
ou de prevaléncia. Nos estudos transversais, a presenca
ou auséncia de doenca e as caracteristicas dos mem-
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bros de uma populacao sdo verificadas em um determinado
momento (ARBES JR & BECK, 2004).

A cavidade bucal humana é habitada por mais de 500 espé-
cies bacterianas (PASTER, 2001). Enquanto a maioria &€ comensal,
uma pequena parte € considerada periodonto patégenos, po-
dendo causar doenga periodontal (SOCRANSKY & HAFFAJEE,
1994). A. actinomycetermcomitans, P gingivalis, FPintermedia, C.
rectus, F.corrodens, T. forsythia e F nudeaturmsao bactérias fre-
quentemente associadas a individuos portadores de periodontites
(VAN WINKELHOFF eral, 2002; DZINK, SOCRANSKY, HAFFAJEE
1988).

Microrganismos especificos tém sido associados a locais de
perda de insercao clinica e aumento da idade (LISTGARTEN, LA,
YOUNG 1993). A relacdo entre a presenca de periodonto
patégenos e bolsa periodontal é evidente em diversos estudos
(SLOTS, 1986; TAKEUCHI eral 2001; SOCRANSKY & HAFFAJEE
1994; SOCRANSKY et a/ 1988; ZAMBON, 1996; ALPAGOT,
1996, HAFFAJEE & SOCRANSKY 1994; RODENBURG er 4,
1990; TRAN et al 2001).

Em populacdes brasileiras, a presenca de periodonto
patdégenos tem sido relacionada a diferentes condicoes clinicas.
Patdgenos como 7. forsythia, A. actinomycetermcomitanse P
gingivalis apresentam maior prevaléncia em individuos com
periodontite, em comparagao aos periodontalmente saudaveis
(KLEIN &  GONCALVES, 2003). Porém, A.
actinomycetemcomitans, 1. forsythia, F gingivalis, C. rectus, E.
corrodens, Pintermedia, - nucdeatum, e 1. denticolatambém sao
encontrados em casos de sauide periodontal (AVILA-CAMPOS &
VELASQUEZ-MELENDEZ). Cortelli ez al. (2005), observaram, em
individuos diagnosticados com periodontite crnica e agressiva,
que a prevaléncia de Pgingivalisfoi similar a de outras populagoes
latino-americanas e que A. actinomycetermcomitans de maxima
leucotoxicidade esteve associada ao diagndstico de periodontite
agressiva e a bolsas periodontais maiores do que 6 mm de pro-
fundidade.

Assim, este estudo se propds avaliar numa amostra de con-
veniéncia da regiao Centro-Oeste/Norte do Brasil a prevaléncia
de A. actinomycetemcomitans, C. rectus, 1. forsythia, P gingivais,
E. corrodgens associada a diferentes condicoes periodontais em
individuos jovens e adultos.

MATERIAIS E METODOS

Foram incluidos no presente estudo 90 individuos (33 ho-
mens e 57 mulheres) da regido Centro-Oeste (Anapolis, GO) e
Norte do Brasil (Gurupi, TO), periodontalmente saudaveis, diag-
nosticados com gengivite ou periodontite (AAR 1999). Destes,
14 eram periodontalmente saudaveis, 29 apresentavam gengivite
e 47 periodontite.
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ApOs a alocacao da amostra e realizacao dos exames clinicos
periodontais, foram coletadas amostras bacterianas do sulco/
bolsa gengival das faces mésio vestibulares dos dentes 16, 14,
12,21, 24, 26,36, 34,32, 41, 44 e 46 para avaliar a presenca dos
microrganismos C. rectus, E. corrodens, P gingivals, 1. forsythiae
A. actinomycetemcomitars.

Realizado isolamento relativo com roletes de gaze esteriliza-
da e remocdo do biofilme supragengival, foi inserido um cone de
papel nimero 30 (Dentsply®) até a porcdo mais apical do sulco/
bolsa gengival dos dentes selecionados e mantidos em posicao
por 15 segundos. Apos sua remogao, os cones foram colocados
em um microtubo do tipo eppendorf® contendo 1,0 ml de
solucdo de Ringer, e armazenados a—70°C para posterior andlise
laboratorial.

As amostras coletadas tiveram o DNA extraido atraves da
utilizacao do Kit InstaGene (Biorad), seguindo o protocolo esta-
belecido pelo fabricante.

O processamento das amostras foi realizado pela técnica de
reacao em cadeia da polimerase (PCR), seguindo o protocolo
descrito por Haraszthy et g/, 2000. Sumarizando, a PCR foi
conduzida em condicdes previamente padronizadas, em tubos
para PCR contendo uma mistura de reagentes e uma aliquota
das amostras. Os tubos foram levados ao aparelho termociclador
(Mastergycler gradient - Eppendorf®) e submetidos a 35 ciclos
de temperatura realizados a 95°C por 30 segundos
(desnaturacao), 55°C por 30 segundos (anelamento) e 72°C
por 50 segundos (extensao) precedidos por um ciclo
inicial de 95°C por cinco minutos para desnaturacdo inicial do
DNA.

A sequéndia dos Frimers usados para cada bactéria avaliada
Nno presente estudo encontram-se descritos no quadro 1.

Os produtos amplificados nas reacdes de PCR foram aplica-
dos em géis de agarose, a 1,5% , com brometo de etidio (corante
de DNA) e submetidos ao processo de eletroforese durante 120
minutos em uma cuba horizontal (LCH 20x25, Loccus
Biotecnologia®) ligada a uma fonte para eletroforese (LPS 300V,
Loccus Biotecnologia®). Em seguida, o géis de agarose foram
posicionados sobre um aparelho transluminador de luz ultravioleta
(TEX-20M, Life Technologies®), e fotografados (Eletrophoresis
Documentation and Analysis System 120, Kodak®).

Em todos os géis foi colocado um marcador de peso
molecular (Ladder 100 - Invitrogen ®) para possibilitar o estabe-
lecimento do peso molecular dos produtos amplificados pela
PCR. Foiinserido ainda, um controle positivo cedido pelo Labora-
tério Fio Cruz (RJ) e um controle negativo para evitar resultados
falso positivos ou falso negativos.

Analise estatistica: A associacdo entre a presenca dos di-
ferentes patogenos examinados foi realizada por Andlise de
Variancia (ANOVA), ¢ de Student e Wicoxon, todos com
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Tabela 1 |

Quadro 1]
PRIMERS ESPECIE ESPECIFICOS: SEQUENCIAS, POSICOES INTRAGENICAS E AMPLICONS ESPERADOS PARA CADA BACTERIA

BACTERIA PARES DE PRIMERS (5'"13°) TAMANHO DO AMPLICON (pb)*
C rectus TTTCGGAGCGTAAACTCCTTTTC 598
(ASHIMOTO et al, 1996) TTTCTGCAAGCAGACACTCTT
E. corroderns CTAATACCGCATACGTCCTAAG 688
(ASHIMOTO et al, 1996) CTACTAAGCAATCAAGTTGCCC
Paingivals AGGCAGCTTGCCATACTGCG 404
(ASHIMOTO et al 1996) ACTGTTAGCAACTACCGATGT
T forshythia GCGTATGTAACCTGCCCGCA 641
(ASHIMOTO et al 1996) TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT
A.actinomycetemcomitans AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC 593
(HARASZTHY et al 2000) ATGCCAACTTGACGTTAAAT

* pares de base

Saudavel Gengivite
Masculino 4 11
Feminino 10 18
Total 14 (15,55%) 29 (32,22%)

DISTRIBUICAO DA POPULAGAO ESTUDADA EM FUNGAO DO GENERO E DIAGNOSTICO PERIODONTAL

Periodontite
18 33
29 57
47 (52,22%) 90

Tabela 2 |

Saudavel 92,8(n=13) 7,0n=1)
Gengivite 96,5(n=28 28,0(n=8)
Periodontite 97,8(n=45) 41,0(n=19)

DISTRIBUIGAO PERCENTUAL E NUMERICA DAS PREVALENCIAS BACTERIANAS OBSERVADAS EM FUNGCAO DO DIAGNOSTICO PERIODONTAL

7.1(n=1) 7.1(n=1) 0,0 (N=0)
10,3(n=3) 44,8(n=13) 14,0(n=4)
32,6(n=15) 71,7(n=33) 30,0(n=14)

significancia estatistica de 95% e com auxilio do Software BioEstat
2.0 for Windows.

RESULTADOS

Atabela 1 mostra a distribuicao da populacao estudada de
acordo com o género e diagndstico periodontal (AAP 1999).

A tabela 2 expressa a prevaléncia numérica e percentual
encontrada para os patdgenos periodontais de acordo com o
diagndstico periodontal.

Aavaliacdo dos patdgenos nos individuos periodontalmente
saudaveis mostrou maior prevaléncia (p<0,05) de C. rectus, se-
guido por £. corrodaens, F gingivalis € T. forshythia e finalmente
por A. actinomycetemcormitans (tabela 2).

Para o grupo com gengivite, C. rectustambém foi a bactéria

mais prevalente (p<0,05), porém, seguida primeiramente por 7~
forshythia, depois por £. corrodense finalmente por Pgingivalise
A. actinomycetemcomitans tabela 2).

Ja a avaliacao dos individuos portadores de periodontite
mostrou apos C rectus, T forshythia como o patdgeno mais
prevalente (p<0,05) sequido por £. corrodense finalmente por £
gingivalise A. actinomycetemcomitans (tabela 2).

Foi proposta ainda, uma avaliagao da presenca isolada de
cada patdgeno periodontal em funcao do diagnostico (figuras
1a5).

C rectusnao mostrou diferenca estatisticamente significati-
va em sua prevaléncia em funcao do diagndstico periodontal
(figura 1).

Para P gingivalis (figura 3), foi observada maior (p<0,05)
prevaléncia nos individuos portadores de periodontite em com-
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Figura 1 |
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Figura 3 |

DISTRIBUICAO PERCENTUAL DA PREVALENCIA
DE C. Rectus EM FUNCAO DO DIAGNOSTICO PERIODONTAL

DISTRIBUICAQ PERCENTUAL DA PREVALENCIA
DE P. gingivalis EM FUNCAO DO DIAGNOSTICO PERIODONTAL
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Figura 2 |

DISTRIBUICAO PERCENTUAL DA PREVALENCIA DE
E. corrodens EM FUNGAO DO DIAGNOSTICO PERIODONTAL
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* Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)

paracao aos periodontalmente saudaveis ou com gengivite, que
apresentaram prevaléncia semelhante.

Comportamento similar foi observado para £.corrodenis (fi-
gura 2), 7 forshythia (figura 4) e A.actinomycetemcomitans
(figura 5), onde a bactéria apresentou-se mais prevalente nos
individuos portadores de periodontite, seguido pelos com gengivite
e finamente pelos periodontalmente saudaveis (p<0,05).

DISCUSSAO

Epidemiologia é a ciéncia que estuda a distribuicdo das con-
dicGes relacionadas aos estados de salide e doenca nas popula-
¢oes. No contexto moderno do estudo em saude, constitui-se
namais importante ferramenta para conhecimento da natureza
dos processos de doenga, assim como os fatores que apresen-
tam associacao com os mesmos (OPPERMANN ez g, 2005).

Estudos transversais sao caracterizados pela observacao di-
reta de determinada populacao, selecionada ao acaso, emuma
Unica oportunidade. O propdsito deste tipo de estudo € a obten-
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* Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05)

¢ao de dados de estimativas populacionais incluindo médias e
prevaléncias, sendo estes estudos ainda Uteis na elaboracdo de
hipoteses etioldgicas (CORTELLI ez al 2005).

No Brasil, a conducao de estudos epidemioldgicos, estabele-
cendo critérios de salide-doenca na populacao sao frequientes
em Saude Coletiva. Todavia, ao referirmos problemas especificos,
entre eles do perfil periodontal destas populacoes observamos
certa escassez de dados, dificultando comparacoes.

A avaliagdo da presenca microbiana numa populacdo em
geral se justifica pela possibilidade da obtencao dos dados que,
uma vez associados a outros parametros clinicos periodontais,
como, por exemplo, avaliacoes de profundidade clinica de son-
dagem e do nivel clinico de insercdo, caracterizam o perfil
periodontal dos individuos, estabelecendo as necessidades pri-
marias de atendimento populacional e, posteriormente, medi-
das ideais para o controle da infeccao periodontal e manutencao
de saude periodontal. Estas medidas uma,  vez adotadas,
trazem beneficios diretos a salide bucal e, beneficios indiretos a
salde geral das pessoas. Assim, apos o estabelecimento das con-
dicoes clinicas periodontais da populacdo incluida neste estudo,
nossa proposta foi caracterizar o perfil microbiano destes indivi-
duos com o intuito de associar a prevaléncia bacteriana encon-
trada com o diagndstico de sauide (individuos periodontalmente
saudaveis), gengivite ou periodontite, beneficiando o planejamento
terapéutico adotado.

Como na maioria dos estudos transversais a populacdo alvo
€ extremamente numerosa, pode ser adotado o critério de avali-
acao de uma amostra. Esta medida foi estabelecida no presente
estudo com alguns propositos. Inicialmente necessitavamos de
uma técnica microbiana que Nao requeresse microrganismos
vidveis, pois, o local da coleta (Anapolis e Gurupi), dista muita
horas do Estado de Sao Paulo. Assim, adotamos a técnica de
PCR. Um segundo aspecto observado foi minimizar recursos
operacionais, tanto na alocacao da amostra quanto Nos proce-
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Figura 4 |
DISTRIBUICAO PERCENTUAL DA PREVALENCIA

DE T. forshythia EM FUNGAO DO DIAGNOSTICO PERIODONTAL

| Figura 5 |
DISTRIBUICAO PERCENTUAL DA PREVALENCIA

DE A. actinomycetemcomitans EM FUNCAO DO DIAGNOSTICO PERIODONTAL
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* Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05)

dimentos laboratoriais. Além disso, a adocdo da amostragem
por conveniéncia nao tinha como principio generalizar conclu-
soes, pelo grande viés de selecao, ao contrario, a proposta foi
descrever o perfil microbiano associado ao diagndstico clinico
periodontal naquela populacao. Nossos resultados evidenciaram
que a prevaléncia bacteriana dos patégenos C. rectus, Pgingials,
T forshythia, E. corrodens e A. actinomy/cetemcomitars para os
diferentes diagndsticos estabelecidos guardaram um relacdo de
prevaléncia de acordo com a gravidade da condicdo clinica en-
contrada (SLOTS, 1986, SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994). Ou
seja, para P gingivalis, T. forshythia, E. corrodens e A.
actinomy/cetemcormitans observou-se um aumento no nUmero
de bactérias crescente dos individuos periodontalmente sauda-
veis para os diagnosticados com gengivite g, finalmente, com
periodontite. Estes dados sao semelhantes aos encontrados por
van Winkelhoff (2002}, Klein & Gongalves (2003). Todavia, ao con-
siderarmos C. rectus, este microrganismo mostrou-se altamente
prevalente, independente da condicao clinica encontrada. Este
dado sugere que a C. rectusnao se pode atribuir um valor preditivo
significativo para o estabelecimento da condicao periodontal.

CONCLUSAO

ApOs a realizacdo deste estudo, com caracteristicas relevan-
tes para as regides de Anapolis e Gurupi concluimos que C. rectus,
foi a bactéria mais prevalente,  independente do diagndstico
periodontal, tendo sido encontrados 2 gingivals, E.corroderns, 1.
forshythiae A.actinomycetemcomitansnuma frequéncia depen-
dente do diagnostico de gengjivite ou periodontite.

* Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the presence of A.
actinomycetemcomitans, C. rectus, E. corroaens, P gingivals,
and T forsythiain 90 subjects periodontally healthy (n=14), with
gingivitis (n=29) or periodontitis (n=47). In all study population,
subgingival samples of dental biofilm were collected and analyzed
by polymerase chain reaction (PCR). ANOVA, Student ¢test and
Wilcoxon test were performed to evaluate the presence of
bacterium. C rectus(92.8%), P gingivalis (7.1%), T. forshythia
(7.1%), E. corrodens (7.0%) and A. actinomycetemcomitars
(0.09) were observed in periodontally healthy subjects. In gingvitis
subjects, we detected C. rectus (96.5%), 7 forshythia (44.8%), £
corrodens (28.0%), A. actinomycetermcomitans (14.0%) and #
gingivals(10.3%). Indeed, in periodontitis subjects, we observed
C rectus(97.8%), T forshythia (71.7%), E. corrodens (41.0%),
FPaingivalis (32.6%) and A. actinomycetermcormitars (30.0%). We
failed to detect statistically significant difference between C. rectus
in patients with different periodontal diagnoses, however, 7~
qingivalis, E.corrodens, T forshythia  and
A.actinomycetemcormitans were more prevalent in periodontitis
subjects. According to our results it can be concluded that, C.
rectuswas the bacterium most prevalent in all subjects and, the
frequency of 2 gingivalis, E.corrodens, T. forshythia and
A.actinomycetemcomitans were dependent of gingivitis or
periodontitis diagnosed.

UNITERMS: Bacteria, epidemiology, polymerase chain
reaction, gingivitis, periodontitis.
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