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"As aparéncias para a mente sao de quatro tipos.

As coisas ou Sao 0 que parecem ser;

Ou nédo sdo, nem parecem ser;

Ou séo e nao parecem ser;

Ou néo sdo, mas parecem ser.

Posicionar-se correctamente frente a todos esses casos
E a tarefa dos sabios."

Epictetus, Século 1l d.C.



RESUMO

A correcta distingdo dos microrganismos envolvidos na patogénese da
doenca periodontal torna-se importante para o entendimento da progressdo da
doenca e adequado plano de tratamento. Foram desenvolvidos varios métodos de
identificagdo e quantificacdo de microrganismos que s&o considerados
extremamente sensiveis e precisos na caracterizacdo das espécies bacterianas.
Esta revisdo bibliografica tem por objectivo analisar trabalhos existentes na
literatura, os quais investigaram comparativamente os métodos de Reacdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) e a cultura bacteriana na
identificacdo de patogénios periodontais Através do método de cultura bacteriana é
possivel a identificacdo de novos microrganismos e realizacdo de testes de
sensibilidade a antibiéticos. O RT-PCR é um teste molecular, que dentre as vastas
aplicacOes se incluem a identificacdo e quantificacdo de espécies bacterianas. Estas
sdo conseguidas atraves da amplificacdo enzimatica de fragmentos de &cido
desoxirribonucleico (DNA). Estes métodos moleculares sdo dotados de elevada
sensibilidade, especificidade e menor tempo de trabalho quando comparados a
cultura bacteriana Uma boa concordancia entre os resultados obtidos com as duas
técnicas foi observada, excepto para as espécies que sao de dificil processamento e
cultivo em placas de anaerobiose. A alta sensibilidade e especificidade da RT-PCR
justificam o seu uso em estudos epidemiolégicos das doencas periodontais. A sua
capacidade de precisdo e quantificacdo também justificam a sua utilizacdo como
auxiliar no diagnéstico clinico de pacientes com doenca periodontal. No entanto, é
importante lembrar uma grande vantagem das técnicas de cultura, a sua capacidade
de deteccdo de bactérias inesperadas, bem como permitir a determinacdo da
resisténcia aos antibioticos, apesar de que, mesmo nestas areas, comegcam a surgir

alternativas moleculares de elevado rendimento.

PALAVRAS-CHAVE

Cultura Bacteriana, Patogénios Periodontais, Reac¢cdo em Cadeia da Polimerase em

Tempo Real (RT-PCR), Periodontite, Diagndstico Microbiol6gico em Periodontologia.
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ABSTRACT

The correct distinction of microorganisms in the periodontal pathogenesis has
major importance for the understanding of the development of the disease and for
the choice of an adequate plan for its treatment. Several methods for identification
and quantification considered extremely sensitive and accurate for the
characterization of bacterial species have been developed. The aim of this
bibliographic revision is to analyze the literary works which are related to the
comparative investigation of the methods of the quantitative Real-Time Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) and the bacterial culture in the identification of periodontal
pathogens. Using bacterial culture methods it is possible the identification of new
microorganisms and testing the sensitivity to antibiotics. The RT-PCR is a molecular
approach for the identification and quantification of bacterial strains through
enzymatic amplification of Deoxyribonucleic Acid (DNA) fragments, with high
sensitivity, specificity and less working time when compared to the bacterial culture. It
was observed a good adjustment between the results achieved with both techniques,
except to the strains which are difficult to deal with and to test in anaerobic culture.
The high sensitivity and specificity of RT-PCR justify its use in epidemiological
studies of periodontitis. Its capacity of precision and quantification also justify its use
as an auxiliary means in clinic diagnosis of pacients with periodontitis. However, it is
important to value a big advantage of the culture techniques, its capacity to detect

unexpected bacteria as well as to determine the resistence to antibiotics.

KEY-WORDS

Bacterial Culture, Periodontal Pathogens, Real-Time Polymerase Chain Reaction,

Periodontitis, Microbiological Diagnosis in Periodontics
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1. INTRODUCAO

A doenca periodontal € uma doenca inflamatoria crénica de origem
multifactorial provocada por um complexo de espécies bacterianas que interagem
com os tecidos e células do hospedeiro, levando a libertacdo de substancias e
mediadores, alguns dos quais levam a destruicdo das estruturas periodontais,
incluindo os tecidos de suporte do dente, como o0sso alveolar e ligamento
periodontal’. Clinicamente pode ser caracterizada pela destruicdo dos tecidos de
suporte periodontais, podendo evoluir até a perda do elemento dentario. O
reconhecimento da especificidade da placa subgengival e da existéncia de
diferentes formas de infecgdes periodontais associadas a diferentes patogénios? tem
levado pesquisadores e clinicos a um melhor entendimento desse processo
patologico e, eventualmente, a elaboracdo de terapias especificas, com maiores
probabilidades de sucesso.

O microambiente subgengival da bolsa periodontal é constituido por grande
diversidade microbiana, com mais de 700 espécies isoladas de diferentes individuos,
entretanto, poucas espécies estdo associadas aos diferentes quadros da doenca
periodontal®*.

Para que uma bactéria seja considerada como agente etioldgico da doenca
periodontal deve-se observar os seguintes critérios®: 1) a bactéria deve estar
presente em niveis elevados nos sitios activos de doenca e inexistente ou presente
em pequena quantidade em sitios saudaveis ou com doenca inactiva; 2) a remogao
da bactéria deve resultar em remissao dos sinais clinicos da doenca; 3) os pacientes
infectados devem apresentar titulacdo elevada de anticorpos especificos localmente
(saliva e fluido gengival) e sistematicamente (soro) podendo ainda induzir a resposta
imune celular; 4) a inoculagdo da bactéria em modelos animais deveria produzir o
desenvolvimento de pelo menos algumas das caracteristicas da doenca; 5) os
factores de viruléncia bacterianos devem estar correlacionados aos achados
histopatolégicos associados.

Devido a dificuldade na identificacdo de toda a microbiota e o entendimento
de como eles interagem entre si e com o0 hospedeiro, estudos transversais e
longitudinais foram e estéo a ser realizados para tentar elucidar o papel etiolégico de

diferentes patogénios periodontais e formaram evidéncias que Porphyromonas
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gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus,

678 astio

Treponema denticola, Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum
envolvidos na periodontite. Evidéncias cientificas sugerem ainda que outras
bactérias isoladas da microbiota subgengival como Campilobacter rectus,
Porphyromonas endodontalis, Filifactor alocis, Prevotella tannerae sdo membros
residentes da microbiota bucal e podem ser encontrados tanto em pacientes
saudaveis como em maior quantidade em pacientes com a doenca®. De regra geral,
0s quadros de saude periodontal estdo associados ao predominio de cocos e bacilos
gram-positivos, enquanto os quadros de gengivite estdo associados a um ligeiro
aumento na quantidade de cocos e bacilos gram-negativos e os quadros de
periodontite estdo associados ao predominio de cocos e bacilos gram-negativos,
aneroébios estritos ou facultativos.

Embora o papel etiolégico dos patogénios periodontais esteja continuamente
a ser investigado, o uso e utilidade dos testes diagndsticos na identificacdo e
qguantificacdo dessas bactérias na periodontite sdo controversos. Dessa forma,
grande atencdo tem sido dada ao desenvolvimento e aplicacdo de técnicas
especificas, com o objectivo de contribuir para a identificacdo e caracterizacdo de
patogénios periodontais, para o conhecimento sobre as interacc6es microbianas e a
relacdo com os factores clinicos da periodontite” %, Historicamente, o método de
cultura bacteriana é bastante utilizado em estudos de caracterizacdo da composicao
da microbiota subgengival e até entdo considerado um método de referéncia em
microbiologia. O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular com o objectivo
de deteccédo de patogénios periodontais permitiu ndo somente adquirir conhecimento
da genética microbiana, mas também fixou as bases para o desenvolvimento de
técnicas diagndsticas melhoradas como a Reaccdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
e suas variagdes, como a Reaccdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-
PCR). Este trabalho teve como objectivo comparar dois métodos de diagndstico
microbiolégico utilizados para identificar e quantificar patogénios periodontais:
cultura bacteriana e RT-PCR, dando especial relevo as vantagens e desvantagens
destas técnicas, aos critérios que devem ser tidos em conta, quando se pretende
utiliza-las, e quais os contributos para o tratamento e compreensdo da doenca

periodontal.
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2. MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma pesquisa na base de dados PubMed, via rede de acesso da
Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade do Porto. Foi definido um limite
temporal delimitado entre o ano 1990 até a actualidade. As palavras-chave utilizadas
na pesquisa foram: periodontitis, real-time polymerase chain reaction, anaerobic
culture, periodontal pathogens, periodontal pathogen identification, real-time
polymerase chain reaction vs. anaerobic culture, periodontal microbiology,
microbiological diagnosis in periodontics.

Foram seleccionados apenas artigos com verséo integral disponivel, entre
artigos de investigacéo e de revisdo bibliogréafica, com informacéo pertinente e actual
sobre o tema. Também foram consultados livros de referéncia nas areas de

Periodontologia, Microbiologia e Biologia Celular e Molecular.
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3. DESENVOLVIMENTO

Enquanto as bases cientificas sustentadas pelas técnicas classicas tiveram
poucos acréscimos, 0s conhecimentos moleculares avancaram e continuam
avancando rapidamente proporcionando, de forma incontestavel, uma evolu¢do na
dindmica do conhecimento cientifico e consequentemente nos beneficios das
pesquisas cientificas.

Diferentes métodos tém sido utilizados para deteccdo de patogénios
periodontais de amostras subgengivais. Alguns desses métodos sao utilizados
estritamente para pesquisas, enquanto outros sdo adaptados ou modificados para
uso clinico.

Na medicina dentaria, em particular na Periodontologia, a cultura bacteriana e
0s novos testes de diagndstico por meio de técnicas de biologia molecular,
particularmente o PCR e suas variagfes, sdo os mais utilizados na identificacao de
patogénios periodontais. Este trabalho ira centrar-se na cultura bacteriana e em uma

das variacOes da técnica de PCR, o RT-PCR.

3.1. Cultura Bacteriana

Na Medicina Dentaria, a cultura bacteriana é um método classico de
diagnéstico de patogénios periodontais residentes no biofilme subgengival, sendo
capaz de identificar novas espécies, oferecer mensuracdo quantitativa das espécies
vidveis e realizacdo de teste de resisténcia antibidtica. O resultado disto € que a
cultura bacteriana € considerada o padrdo ouro no diagndstico microbiologico
periodontal e continua a ser um importante meio de diagndstico de diversas
doencas®.

No método de cultura, as amostras sé@o cultivadas anaerobicamente utilizando
meios selectivos ou ndo, juntamente com varios testes bioquimicos de identificacao
(Figuras 1A e 1B). Esta técnica é capaz de quantificar e identificar a presenca ou
auséncia de determinado microrganismo. A principal vantagem deste método é a
possibilidade de se obter contagem absoluta ou relativa da espécie cultivada, como
também € um método capaz de caracterizar novas espécies e avaliar a

susceptibilidade a antibiéticos™?.
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Dessa forma, ao permitir a quantificacdo de bactérias, a cultura bacteriana
possibilita realizar comparagdo com a condi¢ao clinica do paciente, no estado de
saude e doenca, bem como € capaz de determinar a propor¢cdo de cada micro-

organismo em diferentes fases do tratamento, e com isso esclarecer o potencial
|13

papel dos mesmos na etiologia complexa da doenca periodonta

Figural. Em A observam-se colonias de A. Actinomycetemcomitans; Em B colénia de P. gingivalis
ao lado de uma coldnia de P. intermédia. FONTE:J Clin Periodontol 2004; 31: Pag.1035.

Apesar de apresentar-se como importante método de diagndstico, a cultura
bacteriana possui varias limitacdes e exigéncias, como a necessidade de preservar
a viabilidade bacteriana, dificuldade de recuperar espécies cultiviveis quando estas
sdo encontradas em numero reduzido, incapacidade de detectar micro-organismos
em baixas proporcdes, necessidade de pessoal capacitado, tempo e custo
relativamente altos, intensificagdo do trabalho, condigbes rigorosas de transporte
das amostras e a necessidade de preparo de meios especificos para cada
espécie®*1°,

Além das limitacdes citadas acima, espécies importantes relacionadas com a
periodontite, como por exemplo, Tannerella forsythia e Treponema denticola, exigem
condi¢cdes rigorosas para seu crescimento e sdo dificeis de ser detectadas e
quantificadas através de métodos convencionais de cultura bacteriana®®'’. A
sensibilidade do cultivo destas bactérias pode ser baixa, especialmente para meios
ndo selectivos, com limite de deteccdo média de 10° — 10* células bacterianas,
perfazendo dessa maneira, nimero baixo e ndo detecgcéo de patogénios especificos
em amostra subgengival®.

-14 -



3.2 Atécnicade PCR

Antes de falarmos sobre a técnica de RT-PCR parece ser necessario fazer
um breve comentario sobre a técnica de PCR propriamente dita, visto o RT-PCR ser
uma modificacdo desta.

O PCR emergiu como o0 mais poderoso instrumento para amplificacdo de
genes, permitindo obter grandes quantidades de DNA. O PCR consiste basicamente
na amplificacdo enzimatica sequencial de fragmentos de DNA conhecidos e
especificos de determinada estirpe. Esta técnica envolve a sintese enzimatica in
vitro de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase e
baseia-se no emparelhamento e extensdo enzimatica de um par de
oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de cadeia simples) utilizados como
iniciadores — “primers”, que delimitam a sequéncia alvo da cadeia dupla de DNA que
se pretende amplificar'®. Estes “primers” so sintetizados artificialmente de maneira
gue as suas sequéncias sejam complementares as sequéncias especificas que

flanqueiam a regido alvo (Figura 2).

LA podimerase

ATF

\‘H

Extensao da
cadeia
complementar

DA em \l +
cadeia dupla
— o Ihl I~ I@I

tapa 1 Etapa Etapa 3

1]
|
1]

[ T T T = T s |
= -
T

Figura 2. Esquema da técnica de PCR. Durante o PCR séo usadas elevadas temperaturas de forma
a separar as moléculas de DNA em duas cadeias simples, permitindo entdo a ligacdo de primers,
também em cadeia simples e geralmente constituidos por 15 a 30 nucle6tidos, obtidos por sintese

guimica.

Para realizar PCR sdo necesséarias pequenas quantidades do DNA alvo, um
tampdo salino contendo a polimerase, oligonucleétidos iniciadores, 0s quatro
desoxinucleétidos constituintes do DNA e o cofactor Mg®*. Esta mistura é submetida

a varios ciclos de amplificacdo que consistem em:
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o Desnaturagcdo do DNA pelo calor (tipicamente 1 minuto a 94-96°C), de modo
a separar as duas cadeias;

e Associacdo dos iniciadores por ligagcbes de hidrogénio ao DNA alvo em
cadeia simples. Para permitir essa associacdo, a mistura de reaccdo €
arrefecida (tipicamente a temperaturas entre 50 e 65°C, durante 1 minuto; a
temperatura a usar depende da % GC da sequéncia a amplificar);

o Extensdo dos iniciadores através da sintese da cadeia complementar de cada
cadeia molde, catalisada pela DNA polimerase (tipicamente 1 minuto a 72°C).

O processo envolvendo estes trés passos, pode ser repetido varias vezes (25 a

30 ciclos) sendo possivel aumentar, em cada ciclo, duas vezes a concentracdo de
DNA pré-existente (Figura 3). Em teoria, se for possivel levar a cabo 25 ciclos de
amplificacdo seguidos, a concentracdo de DNA aumentaria 2%° vezes embora, na
pratica, devido a alguma ineficiéncia no processo de amplificacdo, esse aumento

fiqgue por um milh&o de vezes.

Separagio das Sintece
cadeias; ligagdo  Sintese de DMA
Separagdo das dos iniciadoress  de DNA = @y N —
cadeias; ligagdo  Sintese - B g B ™ - c—
dos iniciadoress  de DNA ¥ - .., e |
[ - | [ — | > [ — |
ra - B o B
S — ¥ - T
O * O = . =
OO O e
P etc.
o — S —
—_ [0 O g WE = L | — |
Regiao de - e .y EB E—
DMA a ser \ - Enf Cam > Cam
amplificada . I ] A EE e BE—O
£ | [— ]

> -
e

Primeiro ciclo Segundo ciclo Terceiro ciclo
(2 motéculas longas; 0 nomais) (4 moleculas longas; (8 moléculas longas:
. ' 0 normais) 2 normais)

Figura 3. Ciclos de Amplificacdo na técnica de PCR.

Como na técnica de PCR se encontram envolvidos varios ciclos de
temperaturas diferentes, foi desenvolvido equipamento que permite programar, de
forma continua e automatizada, os varios ciclos de aquecimento e arrefecimento.
Para tal ser concretizavel, as DNA polimerases utilizadas deverdo ser termoestaveis,

tendo tal sido conseguido com o isolamento da DNA polimerase da estirpe
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termofilica Thermus aquaticus (Tag DNA polimerase) que actua a temperaturas
elevadas levando assim a um aumento da especificidade da reaccéo.

Uma vez amplificada esta sequéncia de nucleotideos podera ser detectada
por eletroforese em gel de agarose. Esta técnica oferece um tempo de deteccéo
rapido e maior precisdo quando comparada com culturas bacterianas'®. Entretanto, a
especificidade da reaccdo € complexa e depende de factores inter-relacionados,
incluindo tamanho do primer, temperatura de emparelhamento e concentragdo do
tampdo. A maior limitacdo do PCR €& a susceptibilidade do processo por

contaminagao.

3.3 RT-PCR

A RT-PCR é capaz de monitorizar o progresso da PCR enquanto ela progride
(ou seja, em tempo real). Os dados séo, desta forma, colhidos ao longo da PCR, ao
invés de serem apenas no final da reaccao. Isso revoluciona completamente o0 modo
de abordagem da quantificacdo de DNA e RNA pela PCR. A RT-PCR utiliza o
momento do ciclo da reaccdo no qual a amplificacdo de um alvo é detectada pela
primeira vez, ao invés da quantidade de alvo acumulado ap6s um namero fixo de
ciclos. Quanto mais alto o numero de cépias iniciais do acido nucléico alvo, mais
rapido sera observado o aumento significativo na fluorescéncia. A RT-PCR também
pode ser utilizada para realizar um ensaio endpoint (também chamado “ensaio de
leitura de placa”), que mede a quantidade de produto da PCR acumulado no final
dos ciclos da reaccao.

Varios tipos diferentes de RT-PCR estdo a ser comercializados para a
comunidade cientifica neste momento, cada um com as suas vantagens. O sistema
TagMan ® (Applied Biosystems) e 0 SYBR Green ®(Applied Biosystems) sdo os mais
utilizados. Estes sistemas medem o acumulo dos produtos de PCR mediante a
utilizacéo de substratos fluorescentes e, em tempo real, rastreia, com o uso de laser,
os produtos finais. O sistema SYBR Green ® utiliza corantes que se intercalam com
qualquer dupla fita de ADN, ou seja, ndo possui alta especificidade comparado com
o sistema TagMan ®, porém possui custo mais baixo. O sistema TagMan® possui

uma sonda que reconhece e se intercala especificamente entre a ligagao primer com
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o DNA bacteriano®. O TagMan ® tem sido o sistema mais utilizado em estudos
microbiolégicos em Periodontologia. Por isto, para exemplificar a tecnologia RT-PCR
utilizaremos o sitema TagMan ® como modelo.

O sistema TagMan® utiliza uma sonda fluorescente para permitir a deteccdo
de um produto especifico da PCR conforme este se acumula durante os ciclos da
PCR. Uma sonda (oligonucleotideo) é construida contendo um corante reporter
fluorescente (fluoréforo) na extremidade 5° e um marcador quencher (silenciador) na
extremidade 3. Enquanto a sonda esta intacta, a proximidade do quencher reduz
bastante a fluorescéncia emitida pelo fluoroforo através da transferéncia de energia
por ressonancia de fluorescéncia (FRET) através do espago (Figura 4).

SAt.

primer

NGV wgr

3 template DNA 5

4

Figura 4. O circulo vermelho representa o quencher (silenciador) que interrompe o sinal visivel
emitido a partir do corante reporter fluorescente - fluoréforo (circulo verde) quando este esta a uma
curta distancia. FONTE: Imagem criada por Dan Pierce - Department of Biology, Davidson College,
Davidson, NC 28035.

Se a sequéncia alvo estiver presente, a sonda se hibridiza logo apés um dos
primers e é clivada através da atividade da nuclease 5" da Taq DNA polimerase
enquanto o primer € estendido. Esta clivagem da sonda separa o fluoréforo do
guencher, aumentando o sinal do fluoréforo (sinal fluorescente) e remove a sonda da
cadeia alvo, permitindo que a extensdo do primer continue até ao final da cadeia
molde®!. Assim, a inclusdo da sonda n&o inibe o processo geral da PCR. (Figura 5).
Moléculas adicionais do fluoréforo séo clivadas das suas respectivas sondas em
cada ciclo, resultando num aumento na intensidade de fluorescéncia, que é

proporcional a quantidade de amplicon produzido.
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Figura 5. A molécula repérter fluorescente € libertada gracas a accao da Tag DNA polimerase. Com o

template NA

fluoréforo livre o sinal luminoso pode ser observado. FONTE: Imagem criada por Dan Pierce -
Department of Biology, Davidson College, Davidson, NC 28035.

7

A luz emitida a partir do fluor6foro no estado animado é recebida por um
computador e representada em um gréafico (Figura 6) que mostra ciclos de PCR no
eixo X e uma indicacao logaritmica da intensidade de fluorescéncia captada no eixo
Y.
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Figura 6. A) Equipamento utilizado para realizacdo de RT-PCR; B)Gréfico obtido utilizando o sistema

TagMan ®. FONTE: A) Cortesia: lamar.colostate.edu; B) Cortesia: www.biotech.uiuc.edu.
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A quantidade de moléculas dos produtos da RT-PCR sintetizados depende
directamente da quantidade de moléculas padrédo. Os dados para a quantificacao
sao colectados na fase exponencial do RT-PCR, permitindo quantificacdo precisa do
namero de copias do DNA alvo quando usados padrdes internos e externos. O RT-
PCR tem sido usado para identificar alguns dos principais patogénios periodontais
como: P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. denticola, T. forsythia e alguns
virus”*®.

Este método de biologia molecular é atraente devido a sua facilidade de
utilizacdo, tempo de resposta rapida, bem como ao potencial para ser totalmente
automatizado. Pode multiplicar excessivamente pequena quantidade de DNA
bacteriano além de detectar baixas quantidades de bactérias. No entanto, nenhuma
informacé&o adicional pode ser adquirida, como por exemplo, a deteccao de bactérias
inesperadas, testes de susceptibilidade antibidtica, os quais podem ser realizados
por técnicas de cultura bacteriana®’. Contudo, existem métodos moleculares de
elevada eficiéncia que permitem a deteccdo de estirpes inesperadas, mediante a
utilizac@o da ribotipagem. Este método tem ainda a vantagem de ser o método gold
standard para a identificacdo bacteriana, ja que, quando os métodos de cultura e
identificagdo bioquimica ndo conseguem determinar a estirpe, recorre-se a este

método que também se baseia na técnica de PCR.

3.4 Cultura bacteriana vs. RT-PCR em Periodontologia

Como mencionado anteriormente neste trabalho, a cultura bacteriana ainda
continua ser o método gold standard na identificacdo de patogénios periodontais.
Entretanto com o avanco das técnicas de biologia molecular muitos estudos
passaram a utilizar a técnica de RT-PCR na identificacdo destes microrganismos.
Outros estudos compararam a técnica de cultivo bacteriano com a técnica de RT-
PCR.

Verner C. et al. (2006)? realizaram um estudo com o objectivo de comparar a
técnica de cultura bacteriana e RT-PCR para a identificacdo de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Tannerella forsythia, Fusobacterium nucleatum, e Treponema denticola. Neste

estudo 72, amostras foram colectadas (72 amostras para serem analisadas por
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cultura bacteriana e 72 amostras para serem analisadas através do RT-PCR) de 18
pacientes que sofriam de periodontite agressiva. Os resultados obtidos com cada
método foram analisados pela proporcdo de cada espécie e, em seguida, em
comparacao com a flora total (Tabelas | e Il). Embora o limiar de deteccéo fosse de
apenas 10° bactérias por andlise da RT-PCR, para a cultura anaerébia foi 10°.
Assim, para comparar os dois métodos, foram analisados resultados originais e

ajustados os dados ao nivel do processo de cultura anaerébica (10%; Tabela I).

Tabela |. Propor¢do média dos patdgenos periodontais de acordo com os dois métodos de detecgéo

Culmre Real-time PCR

% Proportion, Yo Proportion (%), Yo

(by site) mean = SD (by site) mean + SD (=10%
Actinobacillus 0 0 3333 0.08 = 0.02 277

actinomycetemcomitans

Porphyromonas gingivalis 8.33 299 £ 6.69 84.72 491 +£8 59.72
Tannerella forsythia 33.33 639+ 6.9 75 392+574 69.44
Treponema denticola 0 0 80.55 364 +524 70.83
Fusobacterium nucleatum 45.83 921 £15.54 7178 041 £091 58.33
Prevotella intermedia 30.55 12.06 + 21.08 36.11 1.06 + 2.49 2222

Tabela ll. Carga bacteriana total.

Real-time

Culture PCR
Minimum 3.5 % 10° 1 % 10°
Maximum 4 % 10° 2.3 x 10°
Mean 548 x 10’ 4 %107
Standard 5.32 %107 4.95 % 10’

deviation

Também foi comparada a percentagem do numero de sitios onde foram
encontrados patogénios periodontais (Figura 7). A interpretacdo desse estudo
mostra resultados bastante diferentes para P. gingivalis. Entretanto, quando a
proporcao total da flora é considerada, uma boa correlacdo aparece entre as duas
técnicas para este patogénio. Essa diferenca observada pode ser explicada pelo
facto desse anaerobio ser extremamente sensivel ao oxigenio, o que pode ocasionar
perda de células vivas durante o processo de amostragem, transporte e semeadura

das culturas.
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Percentagem de identificacdo de patogénios periodontais: culturavs. RT-PCR
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Figura 7. Tabela comparativa dos dois métodos de identificacdo de patogénios periodontais.

Percentual do nimero de sitios em que a bactéria-alvo foi detectada.

Resultados comparaveis foram obtidos para A. actinomycetemcomitans com
uma diferenca de apenas 2,77% entre os dois métodos. A quantidade de A.
actinomycetemcomitans € muito pequena comparada com a flora total: 0,08% para
os testes e 0% para as culturas. Segundo os autores do estudo a presenca do
patogénio muitas das vezes nao atinge o limiar minimo necessario para a sua
deteccdo em cultura. Os baixos resultados de deteccdo para o A.
actinomycetemcomitans pode ser explicado pela distribuicdo geografica e étnica
desta bactéria, uma vez que no referido estudo houve uma grande quantidade de
pacientes caucasianos. Estudos ja realizados mostraram que
A. actinomycetemcomitans € um patogénio periodontal muito raro no norte da
Europa®*. Os resultados foram diferentes para F. nucleatum e P. intermedia. Para
estas duas espécies, surge a questdo quanto a fiabilidade da detecgdo, ou por
gPCR ou pela cultura convencional. A teoria mais provavel esta relacionada com o
facto do meio de cultura ndo ser especifico para P. intermedia e P. nigrescens.

Esses dois patogénios sdo muito semelhantes: eles ttm o mesmo metabolismo, e
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nao apresentam qualquer diferenca de patogenicidade. Considerando que as
sondas sdo altamente especificas para P. intermedia e diferenciam os dois
patogénios e a culturas ndo os diferenciam, € de se esperar um resultado alto na
cultura e um resultado baixo ou mesmo auséncia quando se utilizam sondas
especificas. Da mesma forma, para F. nucleatum e F. periodonticum, o meio de néo
€ especifico (embora continue a ser possivel melhorar o reconhecimento humano,
observando-se col6nias com luz ultravioleta). A analise pode, assim, induzir a uma
leitura superior a real pela confusdo das colonias, o que ndo acontece utilizando
sondas. A diferenca de 36,11% observada na deteccdo de T. forsythia nos dois
métodos é certamente resultado do facto desta bactéria ser de fastidioso cultivo.
Para além disso, a amostra do estudo possuia uma pequena quantidade deste
patogénio.

Vale a pena ressaltar que no método RT-PCR, houve uma perda de
informacé&o para fracas concentracdes nas culturas, isto porque o limiar de deteccdo
é de 10° para a cultura e 10° para a técnica molecular.

Um estudo realizado por Lau L. et al. (2004)*® avaliou os resultados obtidos
com a técnica de RT-PCR na identificacdo e quantificacdo de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T.forsythensis a partir de amostras de placa
subgengival tomada de individuos com diferentes condi¢bes periodontais, quando
comparados com 0s métodos convencionais de cultura bacteriana. Nesse estudo,
participaram 92 pacientes adultos e foram divididos em 3 grupos apds exame
periodontal padrao (sondagem em 6 sitios por dente, avaliagdo da profundidade de
sondagem, avaliacdo do nivel de insercdo e avaliacdo da hemorragia apés
sondagem — HPS) : grupo com periodontite (32 pessoas), grupo com gengivite (30
pessoas) e grupo com saude periodontal (30 pessoas). A composicdo do grupo de
estudo é mostrada na Tabela Ill. A prevaléncia e contagem média dos patogénios
identificados pelos dois métodos sdo mostradas na Tabela IV.

Tabela lll. Parametros demogréaficos da amostra da populacao

Group Age (years) Gender

range mean (SD) female male
periodontitis 36-71 49.4 (8.99) 16 16
gingivitis 30-62 46.6 (9.82) 17 13
healthy 30-63 37.8 (7.48) 16 14
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Tabela IV. Resultados microbiolégicos (frequéncia de deteccdo, contagem média, contagem
média de amostras positivas)

Actinobacillus Porphyromonas gingivalis Tannerella forsythensis
actinemyc etemcomitans
culture PCR culture PCR culture PCR
Healthy
n 30 30 30 30 30 30
frequency of detection (%) 0.0 6.7 20.0 133 33 73.3
mean counts 0.0E+00 LL1IE+02 2.5E+03 4 4E+02 1.5SE+02 2.6E+05
standard deviation 0.0E+00 6.0E+02 7.0E+03 1.7E+03 84E+02 14E+06
mean counts (positive) NA 1.TE+03 1.3E+04 3.3E+03 4.6E+03 3.5E+05
Gingivitis
n 30 30 30 30 30 30
frequency of detection (%) 6.7 3.3 40.0 30.0 10.0 93.3
mean counts 8.5E+01 1.4E+02 2.9E+04 1.4E+04 2TE+03 2.5E+05
standard deviation 4.5E+02 T.6E+02 1.1E4+05 3.7TE+04 89E+03 4.6E+05
mean counts (positive) 1.3E+03 4.2E+03 7.2E+04 4.5E+04 2TE+4 27E+05
Periodontitis
n 32 32 32 32 32 32
frequency of detection (%) 6.3 18.8 84.4 81.3 25.0 100.0
mean counts 1.2E+04 2.6E+03 4.0E+06 9.0E+05 4.0E+05 1.2E+08
standard deviation 6.5E+04 L.LOE+04 7.6E+06 1.5E+06 L.TE+06 2.1E+08
mean counts (positive) 1.9E+05 1L4E+04 4.8E+06 LIE+06 1L.6E+06 1.2E+08

Ao analisar os dados da Tabela 1V, percebemos que o A.
actinomycetemcomitans foi o patogénio menos identificado por ambos os métodos
(0 - 6,7% para cultura bacteriana e 3,3-18,8% para PCR). A contagem média de
amostras positivas foi baixa, tanto no grupo com saude bem como no grupo com
gengivite e sofreu um acréscimo no grupo com periodontite. Neste grupo, a
contagem média obtida com a cultura bacteriana foi superiores quando comparada
com a obtida com o0 qPCR (1.9 x 10° versus 1.4 x10%). Este resultado pode significar
um falso positivo identificado pela cultura. Estudos mostram que a espécie
Haemophilus aphrophilus pode mostrar reactividade cruzada em alguns dos testes
bioquimicos utilizados para identificar A. actinomycetemcomitans®®>. Outra
possibilidade é a presenca de falsos negativos com a PCR, o que poderia ser
justificada pela presenca de variagcdes genéticas na sequéncia da C-leucotoxina,
usada como primer neste ensaio de PCR. E importante referir que varios trabalhos
publicados mostram uma grande variagcdo nos resultados de prevaléncia do A.
actinomycetemcomitans em pacientes com periodontite. As explicacées para esta
heterogeneidade podem variar em termos de seleccdo de paciente, questbes
metodoldgicas, diferentes serotipos bacterianos e questbes geograficas. Serao
necessarios estudos de prevaléncia em diferentes regibes do mundo, para se
perceber melhor a influéncia dos factores geograficos na prevaléncia do A.

actinomycetemcomitans.
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A prevaléncia de P. gingivalis foi baixa em pacientes saudaveis (20% para a
cultura bacteriana e 13,3% para RT-PCR), mais alta no grupo com gengivite (40% e
30%, respectivamente) e atingiu o pico em pacientes com periodontite (84,4% e
81,3%, respectivamente). A média da contagem de amostras positivas foi
semelhante em ambos os métodos avaliados, embora mais elevado nas amostras
de cultura. Um claro aumento foi observado de pacientes saudaveis para o0s
pacientes com gengivite e destes para os pacientes com periodontite, confirmando

um papel importante desse agente patogénico na doenca periodontal.

O facto de se observar em algumas situa¢cdes uma contagem maior no RT-
PCR comparado com a cultura pode ser explicado pelo facto do limite inferior de
deteccdo pela técnica de cultura bacteriana. Por sua vez, o facto da técnica de RT-
PCR, em algumas situa¢des, mostrar uma contagem inferior quando comparada a
técnica de cultura bacteriana parece ser mais dificil de se compreender. Porém
estudos sugerem a existéncia de subtipos ndo-patogénicos de espécies de P.
gingivalis com expressdo fentipica semelhante®®. Assim, esses subtipos ndo seriam
identificados pelos sistemas que utilizam sonda de DNA altamente especificas, mas
por sua vez responderiam aos testes microbiolégicos de identificacdo de forma
semelhante, o que poderia fornecer resultados superiores nos métodos de
identificacéo por cultura quando comparado ao RT-PCR.

A frequéncia de deteccado de T.forsythensis mostrou diferencas marcantes
entre o0 método de cultura e RT-PCR, embora a mesma tendéncia de aumento na
prevaléncia no grupo com saude a gengivite e desta a periodontite tenha sido
observada com ambos os métodos. A prevaléncia de T. forsythensis foi muito
elevada em todos os grupos quando o RT-PCR foi utilizado para diagnéstico (73,3%
em saude, 93,3% em gengivite e 100% no grupo com periodontite). Por outro lado, a
prevaléncia desta espécie foi baixa para todos os grupos, quando o método de
cultura foi utilizado para a analise (3,3% em saude, 10% no grupo com gengivite e
25% no grupo com periodontite). Mais uma vez, como dito anteriormente, 0s
resultados para essa espécie poderiam ser parcialmente explicados pela baixa
deteccdo demonstrada em cultura, devido ao seu crescimento fastidioso.

As Tabelas V, VI e VII mostram os resultados qualitativos deste estudo para
os diferentes patogénios periodontais estudados.
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Quando a cultura bacteriana foi utilizada como referéncia padrdo de
diagnostico, a RT-PCR demonstrou uma alta sensibilidade, especificidade e valor
preditivo positivo na deteccdo de P. gingivalis, no grupo de pacientes com
periodontite (Tabela V).

Tabela V. Resultado comparativo da deteccdo de P. gingivalis entre ambos os métodos de
diagndstico.

All Cult+ Cult — Healthy Cult+ Cult —
PCR+ 32 7 PCR+ 1 3
PCR — 13 40 PCR — 5 21
Gingivitis Cult+ Cult — Periodontitis Cult+ Cult —
PCR+ 6 3 PCR+ 25 1
PCR — 6 15 PCR — 2 4
All Healthy Gingivitis Periodontitis
sensitivity 0.711 0.167 0.500 0.926
specificity 0.851 0.875 0.833 0.800
positive predictive value 0.821 0.250 0.667 0.962
negative predictive value 0.755 0.808 0.714 0.667
positive likelihood ratio 4.775 1.333 3.000 4.630
negative likelihood ratio 2.946 1.050 1.667 10.800
y* (p-value) ().()()()()f 1.0000 0.1200 (),()01*‘
Pearson’s (p-value) 0.0000° 0.3985 0.02 0.0000'

*I‘Slatisticall}-' significant rejection of independency.

'Statistically significant association.

Cult+, culture positive; Cult —, culture negative; PCR+, polymerase chain reaction positive;
PCR —, polymerase chain reaction negative; NA, not available.

Uma associacdo estatisticamente significativa entre os resultados obtidos com
ambas as técnicas foi obtida para todas as amostras (P<0,001), bem como para a
gengivite (P=0.02) e periodontite (P<0.001), o que demonstra um importante acordo
entre as duas técnicas de diagndstico para a deteccao de P. gingivalis.

Para o A. Actinomycetemcomitans, a sensibilidade e especificidade também
foram elevadas, embora o valor preditivo positivo tenha sido baixo (Tabela VI).
Como resultado do baixo nimero de amostras positivas de cultura nos grupos de
pacientes com saude e com gengivite, os parametros para o diagnéstico de RT-PCR
foram dificeis de produzir. Uma associagdo estatisticamente significativa entre os

resultados obtidos com ambas as técnicas foi obtida para todas as amostras
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(P<0.001), bem como para a gengivite e as amostras de periodontite (P<0.001),

demonstrando assim um importante acordo entre as duas técnicas de diagnoéstico.

Tabela VI. Resultado comparativo da deteccdo de A. actinomycetemcomitans entre ambos o0s
métodos de diagnéstico.

All Cult+ Cult — Healthy Cult+ Cult —
PCR+ 3 6 PCR+ 0 2
PCR — 1 82 PCR — 0 28
Gingivitis Cult+ Cult — Periodontitis Cult+ Cult —
PCR+ 1 0 PCR+ 2 e
PCR — 1 28 PCR — 0 26
All Healthy Gingivitis Periodontitis
sensitivity 0.750 NA (.500 1.000
specificity 0.932 (0.933 1.000 0.867
positive predictive value 0.333 0.000 1.000 0.333
negative predictive value 0.988 1.000 0.966 1.000
positive likelihood ratio 11.000 NA NA 7.500
11§gzltivﬁ likelihood ratio 3.727 NA 2.000 NA
7~ (p-value) 0.0003* NA (.0700 0.0300
Pearson’s (p-value) 0.0000 NA 0.0002" 0.0008"

*Statistically significant rejection of independency.
'Statistically significant association.

1, b T 1, S al - . . Thrar
Cult+, culture positive; Cult —, culture negative; PCR+, polymerase chain reacfion positive;
PCR —, polymerase chain reaction negative: NA, not available.

Para T.forsythensis, apenas a sensibilidade foi alta. A especificidade e os
valores preditivos foram baixos (Tabela VII). A sensibilidade da RT-PCR foi maxima
(1,000) devido a auséncia de pacientes com resultado positivo para a cultura e
negativo para o RT-PCR. Por outro lado, a especificidade e valores preditivos
positivos foram baixos (0,12 e 0,14, respectivamente) tanto ao considerar o total de
pacientes bem como quando se considera apenas 0 grupo com periodontite (0,00 e
0,25). Este patogénio foi sem sombra de davidas mais frequentemente identificado
com o RT-PCR quando comparado com o método de cultura bacteriana. Portanto,
nenhuma associagdo significativa foi encontrada entre os resultados obtidos com

ambas as técnicas para todas as amostras, bem como para as amostras de
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gengivite e periodontite. Isto mostra claramente que para T.forsythensis, a técnica de
RT-PCR foi mais sensivel do que a cultura bacteriana.

Tabela VII. Resultado comparativo da deteccdo de T.forsythensis entre ambos os métodos de
diagndstico.

All Cult+ Cult — Healthy Cult+ Cult —
PCR+ 12 70 PCR+ 1 21
PCR — 0 10 PCR — 0 8
Gingivitis Cult+ Cult — Periodontitis Cult+ Cult —
PCR+ 3 25 PCR+ 8 24
PCR — 0 2 PCR — 0 0
All Healthy Gingivitis Periodontitis
sensitivity 1.000 1.000 1.000 1.000
specificity 0.125 0.276 0.074 0.000
positive predictive value 0.146 0.045 0.107 0.250
negative predictive value 1.000 1.000 1.000 NA
positive likelihood ratio 1.143 1.381 1.080 1.000
negative likelihood ratio NA NA NA NA
7* (p-value) 0.4237 1.0000 1.0000 NA
Pearson’s (p-value) 0.0993 0.2779 0.3198 NA

Cult+, culture positive; Cult —, culture negative: PCR+, polymerase chain reaction positive;
PCR —, polymerase chain reaction negative; NA, not available.

Os autores ainda mostraram a sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivos e negativos da cultura bacteriana quando os resultados da RT-PCR foram
considerados como padrdao de referéncia (Tabela VIII). Para A.
actinomycetemcomitans em pacientes com periodontite, a sensibilidade foi baixa
(0,33) enquanto a especificidade e valores preditivo positivo foram maximos (1,0).
Para P. gingivalis, tanto a sensibilidade e especificidade foram elevadas (0,96 e
0,66, respectivamente), enquanto o valor preditivo positivo também foi elevado
(0,92). No que diz respeito a T.forsythensis, novamente a sensibilidade foi baixa,

(0,25) enquanto a especificidade e valores preditivos foram maximos (1,0).
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Tabela VIII. Validade do diagnostico da cultura bacteriana utilizando o RT-PCR como método de
referéncia.

All Healthy Gingivitis Periodontitis

Actinobacillus actinomycetemcomitans

sensitivity 0.333 NA 1.000 0.333
specificity 0.987 1.000 (.965 1.000
positive predictive value 0.750 NA 0.500 1.000
negative predicitive value 0.932 0.933 1.000 0.867
Porphyromonas gingivalis
sensitivity 0.8205 0.25 0.666 0.9615
specificity 0.7547 0.8076 0.7142 0.666
positive predictive value 0.711 0.167 0.500 0.926
negative predictive value 0.851 0.875 0.833 0.800
Tannerella forsythensis
sensitivity 0.130 0.045 0.107 0.250
specificity 1.000 1.000 1.000 NA
positive predictive value 1.000 1.000 1.000 1.000
negative predicitive value 0.125 0.276 0.074 0.000

NA, not available; PCR, polymerase chain reaction.

Jervge-Storm PM et al.(2005)°compararam a técnica da RT-PCR com a
técnica de cultivo bacteriano de cinco  periodontopatogénios  (A.
actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis, P. intermedia e T. forsythensis).
A sensibilidade e especificidade para A. actinomycetemcomitans foram de 67% e
100%, respectivamente; para F. nucleatum 73% e 53%, respectivamente; para P.
gingivalis 94% e 84%, respectivamente; para P. intermedia, 33% e 94%,
respectivamente 0,26) e para T. forsythensis 92% e 56%, respectivamente. Os
coeficientes de correlacdo de Spearman para os resultados quantitativos de ambos
os métodos foram 0,82 para A. actinomycetemcomitans, 0,33 para F. nucleatum,
0,83 para P. gingivalis, 0,38 para P. intermédia e 0,67 para T.forsythensis. No geral,
0 acordo entre ambos os testes foi excelente para A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis, justo para T.forsythensis e pobres de F. nucleatum e P. intermédia.Estas
ltimas discrepancias nos resultados podem ser explicadas por factores inerentes a
técnica de cultivo bacteriano.

Atieh M A. (2008)° realizou uma meta-analise da acuracia diagnéstica da RT-
PCR, visando detectar A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis. A revisdo mostrou
uma alta precisdo diagnostica da RT-PCR na deteccdo de A.

actinomycetemcomitans e P. gingivalis em comparac¢do com a técnica de cultura.
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Boutaga K et al.(2005)*’ publicaram um estudo que teve por objectivo
comparar a RT-PCR com a cultura anaerdbica quantitativa na deteccdo e
quantificacdo de cinco patogénios periodontais: A. actinomycetemcomitans, P.
intermedia, T. forsythensis, P. micros e F. spp. Amostras de placa subgengival de
259 pacientes adultos com periodontite foram analisadas com a cultura anaerdbica
quantitativa e RT-PCR. Uma curva padrao para quantificagdo do DNA foi criada para
cada primer-sonda definida com base em unidades equivalentes formadoras de
colonia. Todas as espécies bacterianas foram identificadas correctamente. O limite
inferior de detecg&o por RT-PCR variou entre 10-50 unidades formadoras de col6nia,
dependendo da espécie. Nenhuma reacc¢do cruzada com o DNA heterdlogo de outra
espécie bacteriana foi observada. Os resultados da RT-PCR mostraram um alto grau

de concordancia com os resultados da cultura anaeroébia.
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4. CONCLUSAO

Através da analise dos resultados obtidos ao longo deste trabalho de reviséao
observa-se uma boa concordancia entre os resultados obtidos com a técnica de RT-
PCR e a cultura bacteriana.

As limitacdes intrinsecas da técnica de cultura bacteriana podem causar uma
perda de informacdes quantitativas, pois pelo menos 10° células da patégenio sdo
necessarias para deteccdo, por esta técnica. Da mesma forma, expressbes
fenotipicas semelhantes entre bactérias distintas podem falsear alguns resultados
obtidos pelo teste de cultura bacteriana. Também se observa que para
T.forsythensis a RT-PCR mostrou melhores resultados, o que pode ser explicado
pela baixa deteccdo demonstrada em cultura, devido ao seu crescimento fastidioso.
A técnica de RT-PCR mostrou-se eficiente na identificacdo de patogénios
periodontais, apresentando alta sensibilidade e especificidade. A necessidade de
mais investigacdo em diferentes regibes do Mundo mostra-se necessaria para se
perceber a influéncia geografica na prevaléncia de alguns patogénios periodontais.

Tendo em conta estes resultados, a técnica de RT-PCR mostra-se indicada
para estudos epidemiolégicos das doencas periodontais. Além disso, a sua
especificidade e capacidade de quantificacdo precisa justificam a sua utilizacédo
como meio auxiliar no diagnéstico clinico de pacientes com doenca periodontal. No
entanto, a técnica de cultura bacteriana, considerada técnica de referéncia, tem duas
vantagens importantes: a deteccdo de bactérias nao esperadas e a possibilidade de
realizacdo de testes de sensibilidade aos antibiéticos.

Por fim, no que diz respeito ao diagndstico microbiolégico em Periodontologia ndo
ha um método ideal para deteccdo de patogénios periodontais. A escolha da
metodologia utilizada para o estudo microbiol6gico deve ser baseada nos seguintes
parametros: sensibilidade e especificidade do método; relacdo custo/beneficio;
informacBes fornecidas pelo método escolhido. Assim, o método de cultivo
bacteriano mostra-se importante na pesquisa de bactérias néo-especificas e na
obtencéo de informacdes a respeito da sensibilidade aos antibiéticos. Ja o RT-PCR
mostra-se como uma ferramenta interessante para quantificacdo e identificacdo de
patogénios periodontais nas fases de manutencdo e recorréncia da doenca, bem

COMO NnOS casos em que 0 paciente nao responde ao tratamento convencional.
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Acreditamos que o RT-PCR terd papel importante no futuro do diagnéstico e
tratamento das doencas periodontais.
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