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RESUMO

Avaliar a prevaléncia de 4 bactérias periodontopatogénicas potenciais
(Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Porphyromonas  gingivalis,
Prevotella nigrescens e Treponema denticola), por meio da técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), na saliva de criangcas com
dentadura mista e correlacionar estes achados com um parametro clinico de
saude gengival, o indice gengival (IG). Além disso, a fim de se verificar a
estabilidade de colonizacdo destas bactérias, todas as criangas foram
reavaliadas apés um ano. Sessenta e duas (96,9%) e 50 (83,3%) criancas
apresentaram baixa inflamacdo gengival, enquanto que 2 (3,1%) e 10
(16,7%) tiveram escores moderados nas avaliagdo realizadas em 2003 e
2004, respectivamente. A maioria dos pacientes (81,3% na primeira
avaliacdo e 73,3% na segunda) apresentou niveis detectaveis de pelo
menos um dos microrganismos estudados. A prevaléncia encontrada nesta
populacgéo foi de 4,7% e 1,7% para A. actinomycetemcomitans, 6,3% e 8,3%
para P. gingivalis, 23,4% e 48,3% para P. nigrescens e 71,9% e 50% para T.
denticola nos anos de 2003 e 2004, respectivamente. Nao se verificou
relacdo estatistica significativa entre o IG e a presenca destas bactérias e da
combinacdo das diferentes espécies bacterianas nos dois momentos
avaliados. Apesar dos baixos valores do IG, uma alta porcentagem dos
pacientes abrigava pelo menos um periodontopatdégeno potencial na saliva
em idade precoce em ambos os periodos avaliados. Portanto, devem-se
adotar medidas preventivas para estes pacientes a fim de evitar o

estabelecimento e desenvolvimento de doenga periodontal no futuro.

XV
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1 INTRODUCAO

Doenca periodontal corresponde a um grupo de condi¢cdes que afetam
a gengiva, o ligamento periodontal, o cemento, 0 0sso alveolar e as
estruturas teciduais de suporte do dente®. E causada pela infeccéo destes
tecidos decorrente do acumulo de placa bacteriana, podendo resultar na
migracdo apical do tecido epitelial e na perda progressiva de insercéo
conjuntiva e osso alveolar®.

A forma predominante de doenca periodontal em criancas e
adolescentes € a gengivite, uma reacdo inflamatéria ndo especifica

confinada a margem gengival, sem destruicdo de tecido duro®®.

Essa
reacao inflamatoria no tecido, iniciada pelo acumulo de placa, comeca
precocemente durante a infancia e reflete o desafio bacteriano no
hospedeiro. Na maioria das criancas, o processo de inflamacdo gengival
permanece superficial. Em alguns casos, entretanto, o equilibrio entre o
desafio microbiano e a resposta do hospedeiro é quebrado, levando a um
processo inflamatério que também afeta o osso alveolar, resultando na
perda de insercdo do dente®.

A partir dai, tem-se inicio a periodontite, a qual afeta
significativamente a saude bucal de muitos individuos, podendo levar a
perda dentaria, bem como compromete potencialmente a sua saude
sistémica e a sua qualidade de vida®"“®. Dependendo dos microrganismos

infectantes e da resposta resultante do hospedeiro, a periodontite pode ser

classicamente dividida em quatro entidades distintas: periodontite como uma
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manifestacdo de doencas sistémicas, periodontite agressiva (juvenil),
periodontite cronica e doenca periodontal necrosante®*?3,

Bactérias iniciam uma cascata de processos celulares e moleculares
através de trés maneiras diferentes: 1) enzimas proteoliticas bacterianas
degradam estruturas do estroma sem a intervencdo de células do
hospedeiro; 2) produtos bacterianos (toxinas, lipopolissacarideos, enzimas)
podem diretamente disparar, nas ceélulas residentes (fibroblastos, células
endoteliais e, possivelmente, osteoblastos) e nas células migratorias
(polimorfonucleares, linfocitos e macrofagos), a expressdo de enzimas
degradantes, mediadores inflamatérios e fatores de crescimento; 3) e,
finalmente, estas células do hospedeiro também podem causar respostas
imunes®.

Na cavidade bucal, ha um grande namero de microrganismos, com
diferentes potenciais de viruléncia, que constituem sua microbiota
normal®*?’#?. A aquisicdo e a transmissdo de microrganismos causadores de
doencas periodontais dependem da maneira como os individuos interagiram
com o meio ambiente desde o nascimento, o que inclui habitos de higiene
bucal, dieta e nutricdo, bem como do contato com individuos que ja
apresentam a doenca. Se a infancia € um periodo critico para a aquisi¢cao de
certas bactérias, parece provavel que muitas criancas adquirem o0s
microrganismos dos pais ou de outras pessoas com as quais tém contato
mais proximo. Dados evidenciam que se uma crianca abriga um dos

patogenos periodontais, pelo menos um dos pais também é positivo para
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aquela bactéria’’. Entretanto, a incidéncia da transferéncia bacteriana para
as criancas € variavel.

Algumas espécies bacterianas, caracterizadas como microrganismos
gram-negativos anaerobios ou facultativos, podem ter um papel importante
na patogénese das formas mais agressivas de periodontite®. Apesar de a
identidade destes organismos permanecer controversa e ser assunto de
intensa pesquisa, ha ampla concordancia de que entre o0s
periodontopatdégenos estdo Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Fusobacterium nucleatum, Eikenella corrodens, Treponema denticola e um
nimero de espiroquetas ainda ndo identificadas!>?1?":3241:4253.5560 " Eqiag
bactérias produzem toxinas que irritam os tecidos periodontais e causam
diversas respostas imunes no hospedeiro, induzindo um desarranjo
periodontal®’3"°3,

O numero de microrganismos num sitio especifico (mucosa, lingua,
placa subgengival, placa supragengival, saliva, etc.) pode ser baixo, porém
sua presenca pode identificar o risco de o paciente vir a desenvolver a
doenca periodontal®. Além disso, combinacdes de diferentes espécies
bacterianas, ao invés de espécies Unicas, podem produzir um potencial
patogénico suficiente para causar a progressdo de gengivite para
periodontite®.

A deteccdo de bactérias periodontopatogénicas € geralmente

realizada por métodos de cultura, os quais nem sempre apresentam

sensibilidade suficiente e requerem habilidades especiais, principalmente
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guando do isolamento de bactérias anaerdbias. Varios outros métodos para
a deteccdo de bactérias periodontopatogénicas vém sendo utilizados, tais
como testes enzimaticos e imunolégicos e sondas de DNA especificas para
determinadas espécies. Nos Ultimos anos, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) tem sido empregada para a deteccdo destas

9,16,21,27,32,34,38,39,46,53,54,58,60 A PCR é

bactérias uma técnica rapida,

relativamente simples e capaz de detectar baixos numeros de espécies
bacterianas, com um limite de deteccdo de algumas a 10% células®*>%8,
Desta forma, a PCR é considerada uma técnica adequada para a deteccao
de microrganismos periodontopatogénicos, especialmente em situacdes em
que had um ndmero limitado de patdgenos presentes, como na placa
subgengival*®3#34°3 e na saliva®>*+4%°3*° de criancas.

No estudo da comunidade bacteriana bucal, a saliva parece ser a
amostra mais adequada, visto que ela contém uma variedade de bactérias
de diferentes sitios bucais*****>°°, Contudo, SAKAMOTO et al.**, em 2000,
sugeriram que 0s microrganismos subgengivais, especialmente bactérias
periodontopatogénicas, existem apenas em baixo numero na saliva, e que,
se patdgenos periodontais estiverem focados no estudo da microbiota
bacteriana, o uso da placa subgengival seria mais eficiente e informativo do
que o uso da saliva. Entretanto, outros trabalhos apontaram que bactérias
periodontopatogénicas foram detectadas com maior frequéncia em amostras
de saliva em comparacdo com amostras de placa subgengival**>°°,

demonstrando ser um bom indicador de colonizacdo bucal. Além disso, a

utilizacdo de saliva possibilita uma padronizacdo quantitativa da amostra®’,
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isto é, permite coletar um mesmo volume de amostra de diferentes
pacientes. Ela representa também uma amostra de facil obtencédo, sem a
necessidade de utilizacdo de técnicas invasivas durante a sua

Coleta30,44,55,57

, 0 que é particularmente importante em estudos com criangas.

A investigacdo da colonizacdo precoce dos tecidos periodontais por
bactérias periodontopatogénicas pode representar ferramenta de particular
importancia para a prevencdo e o tratamento da doenca periodontal.
Especialmente em criancas na fase de dentadura mista, € possivel que
esses patdgenos permanecam nas areas circunjacentes aos dentes
deciduos que sofrem esfoliacdo, continuando a se multiplicar no sulco
gengival ao redor dos dentes permanentes'®**®. Além disso, durante a
dentadura mista, a inflamacdo gengival elevada, resultante de uma pobre
higiene bucal, pode levar a formacdo de bolsas falsas, podendo contribuir
para a colonizacdo de patégenos periodontais e atuar como um reservatorio
de bactérias. Estudo recente revelou que a higiene bucal neste periodo de
transicdo da denticdo decidua para a permanente € precaria, podendo
explicar a maior prevaléncia de deteccdo de algumas bactérias
periodontopatogénicas. Ademais, em pacientes em fase de dentadura
mista, certos tipos de bactérias foram associados ao sangramento a
sondagem em dentes deciduos e permanentes™®.

Desta forma, para avaliar a epidemiologia de patdgenos periodontais
bem como o diagnostico e o tratamento de doencas periodontais, muitas

espécies de importancia etiolégica precisam ser detectadas. Existem,

entretanto, poucos estudos que fazem um acompanhamento longitudinal da
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colonizacdo microbiana e da saulde gengival durante a infancia em
populacdes saudaveis®, sendo dificil distinguir uma colonizacdo permanente
(ou aquisicédo frequente) de uma deteccédo transitoria dos microrganismos.
Além disso, a relacdo entre parametros clinicos, como o indice gengival, e a

distribuicéio de varios periodontopatégenos ainda néo é bem entendida®*.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Diversos sdo o0s estudos que procuram identificar espécies de
bactérias  periodotopatogénicas em  individuos  saudaveis e/ou
periodontalmente comprometidos. Para isto, varias técnicas laboratoriais tém
sido empregadas com sucesso, dentre elas a PCR, as técnicas
imunoldgicas, os meios de cultura, entre outras. Ademais, muitos autores
procuram correlacionar os achados microbiolégicos com parametros clinicos
de saude periodontal em individuos de diversas faixas etarias (criancas,
adolescentes ou adultos).

KAMMA et al.*®, em 2000, coletaram amostras de placa subgengival e
submeteram-nas a um meio de cultura bacteriana com o intuito de investigar
a composicdo da microbiota subgengival de diferentes grupos de dentes
(incisivos e molares permanentes e caninos e molares deciduos) em 40
criancas em fase de dentadura mista. Quarenta e quatro espécies diferentes
foram isoladas tanto de dentes deciduos como de dentes permanentes. Os
resultados indicaram que estas criancas abrigavam bactérias anaerobicas
gram-negativas multiformes, algumas das quais suspeitas de serem
patogenos periodontais.

MORINUSHI et al.*®, em 2000, avaliaram a relacdo entre a deteccdo
de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans na placa subgengival pela
técnica de “slot immunoblot”, a presenca de anticorpos séricos contra estes
microrganismos e o nivel de inflamacao gengival em uma populacao de 40

individuos saudaveis entre 2 e 18 anos. P. gingivalis e A.
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actinomycetemcomitans estavam presentes em niveis detectaveis em mais
de 60% e de 75% dos individuos, respectivamente, havendo uma diminuicéo
da colonizacdo com o aumento da idade. Contudo, ndo foi encontrada
relacdo significativa entre titulos de anticorpos e a colonizacdo por estas
bactérias. Aléem disso, observou-se um aumento progressivo da inflamacéo
gengival até os 12 anos, diminuindo a partir desta idade.

No estudo conduzido por TANAKA et al.>*, em 2002, a técnica de “slot
immunoblot” também foi utilizada para avaliar a associacdo entre alguns
parametros clinicos (indice de placa, indice gengival e profundidade de
sondagem) e a distribuicdo de P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens e
Prevotella melaninogenica em amostras de placa supra e subgengival de
299 pacientes com idade entre 6 e 69 anos. Os autores encontraram um
indice de placa aumentado em criangas positivas para qualquer uma das
quatro bactérias estudadas, bem como um aumento do indice gengival a
medida que se aumentava a quantidade de P. intermedia e P. nigrescens.

WAHLFORS et al.®®, em 1995, desenvolveram um método de PCR
“multiplex” para deteccdo simultdanea de A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis de maneira rapida e facil em amostras de placa subgengival de 36
adultos com doenca periodontal. Os resultados obtidos utilizando-se esta
técnica indicaram uma prevaléncia de 44% para A. actinomycetemcomitans
e 56% para P. gingivalis, enquanto que, por meio da técnica de cultura, esta
prevaléncia foi consideravelmente menor (25% e 42%, respectivamente).

GAFAN et al.® em 2004, também utilizaram a técnica da PCR

“multiplex” para deteccdo de P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e
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Tannerella forsythensis em 118 criancas com idade entre 5 e 9 anos, com e
sem gengivite. Para aquelas com gengivite, os resultados foram: P.
gingivalis, 47%; A. actinomycetemcomitans, 59%; e T. forsythensis, 45%. Ja
para as criangas sem gengivite, encontraram-se 49% de P. gingivalis, 55%
de A. actinomycetemcomitans e 65% de T. forsythensis.

DOUNGUDOMDACHA, RAWKINSON e DOUGLASY™, em 2000,
desenvolveram um sensivel método de PCR quantitativo-competitivo,
utilizando primers especificos, para a identificacdo de P. gingivalis, P.
intermedia e A. actinomycetemcomitans tanto em cepas laboratoriais quanto
em amostras de placa subgengival. Este método provou ser rapido,
reproduzivel e extremamente sensivel, e os primers empregados foram
altamente especificos e capazes de diferenciar os microrganismos-alvo de
diversas outras espécies bacterianas semelhantes.

A técnica da PCR convencional foi empregada em diversos estudos
que envolvem a deteccdo de potenciais bactérias causadoras de doenca
periodontal. No estudo de MCCLELLAN, GRIFFEN e LEYS®, em 1996,
procurou-se examinar a frequéncia de P. gingivalis na cavidade bucal de 198
individuos entre 0 e 18 anos de idade. Esta bactéria foi encontrada em 37%
dos individuos e em frequiéncias semelhantes em todas as faixas etarias.

Da mesma forma, WATANABE e FROMMEL®®, em 1993, detectaram
a presenca de P. gingivalis em amostras de placa subgengival de individuos
com doenca periodontal. Os resultados indicaram que cinco das 13 amostras
obtidas de adultos com periodontite avancada e duas amostras de criancas

também com periodontite avancada foram positivas para aquela bactéria.
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Os mesmos autores, em 1996, propuseram-se a detectar a presenca
de trés provaveis patdégenos periodontais, A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis e T. denticola, na placa subgengival de individuos com periodontite
avancada (4 a 51 anos de idade). Usando 27 ciclos de PCR, 4 amostras
foram positivas para A. actinomycetemcomitans, 8 para P. gingivalis e 25
para T. denticola. Aumentando-se para 32 ciclos, 5, 2 e 4 amostras
adicionais foram positivas para aquelas bactérias, respectivamente®.

Avaliando amostras de placa de individuos periodontalmente
saudaveis, CONRADS et al.'®, em 1996, procuraram determinar a
distribuicdo de alguns provaveis patégenos periodontais (P. intermedia, P.
nigrescens, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e as trés espécies
bucais de Capnocytophaga) em criancas e adultos. As técnicas da PCR e de
hibridizacdo “dot-blot” foram utilizadas para detectar, diferenciar e quantificar
estas bactérias diretamente da placa subgengival. Apenas P. nigrescens e
Capnocytophaga ochracea foram encontradas, sendo que as demais
espécies bacterianas nao foram detectadas nestes pacientes com a
utilizacdo destes métodos.

ASHIMOTO et al.*, em 1996, realizaram PCR com os genes 16S
rRNA de oito espécies bacterianas (A. actinomycetemcomitans, B. forsythus,
C. rectus, E. corrodens, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens e T.
denticola) a fim de se determinar a prevaléncia de possiveis
periodontopatégenos em 50 pacientes com periodontite avancada, 50
adultos com gengivite branda e 50 criancas com gengivite branda. As

prevaléncias para as espécies A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P.
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nigrescens e T. denticola foram de 22% ou menos em adultos e criancas
com gengivite, sugerindo que estes microrganismos nao S&a0 0S
componentes principais da placa subgengival em pacientes sem
periodontite. A prevaléncia desses microrganismos foi significativamente
maior em individuos com periodontite avancada, variando de 30% para A.
actinomycetemcomitans a 50% para as demais espécies.

OKADA, HAYASHI e NAGASAKA®, em 2000, também utilizaram a
técnica da PCR com o objetivo de detectar a presenca de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis em amostras de placa dentaria
coletadas da escova de dentes de 104 criancas entre 2 e 12 anos de idade.
A prevaléncia de A. actinomycetemcomitans em individuos saudaveis foi de
4,8%, e em individuos com gengivite e periodontite foi de 6,8% e 20%,
respectivamente. P. gingivalis foi encontrada em 4,8% das criancas
saudaveis, em 9,6% daquelas com gengiviie e em 20% das com
periodontite. Os resultados indicaram que estas duas bactérias raramente
estdo presentes na cavidade bucal de criancas.

No ano seguinte, estes autores propuseram-se a detectar a presenca
de outras cinco bactérias periodontopatogénicas (P. intermedia, P.
nigrescens, Bacteroides forsythus, T. denticola e Campylobacter rectus) em
119 criangas, utilizando a mesma metodologia do trabalho anterior. As
criancas foram divididas em trés grupos: 24 com gengiva saudavel, 83 com
gengivite e 12 com periodontite. A prevaléncia encontrada para pacientes
saudaveis, com gengivite e com periodontite foi de 0%, 6% e 25% para P.

intermedia, 45,8%, 79,5% e 50% para P. nigrescens, 33,3%, 63,9% e 58,3%
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para B. forsythus, 0%, 18,1% e 16,7% para T. denticola, respectivamente, e
100% em duplicata para C. rectus>°.

KIMURA et al.?*, em 2002, avaliaram a prevaléncia e a distribuicdo de
periodontopatégenos na placa supragengival de 144 criancas,
periodontalmente saudaveis, entre 2 e 13 anos. A técnica da PCR foi
utilizada para detectar as seguintes bactérias: P. gingivalis, B. forsythus, P.
intermedia, P. nigrescens, C. rectus, E. corrodens, A.
actinomycetemcomitans, C. ochracea, Capnocytophaga sputigena e T.
denticola. Os resultados indicaram que C. rectus, E. corrodens, A.
actinomycetemcomitans, C. ochracea e C. sputigena foram encontradas em
cerca de 50% das amostras de placa em todas as idades, enquanto que B.
forsythus e P. intermedia foram detectadas menos frequientemente, e P.
gingivalis e T. denticola ndo foram encontradas. Em contraste, a
porcentagem de individuos positivos para P. nigrescens aumentou com a
idade na denticdo decidua, alcancando cerca de 50% em criancas com 7
anos ou mais.

MAYANAGI et al.*, em 2004, compararam as freqiiéncias de
deteccdo, por meio da PCR, de 25 espécies bacterianas nas placas
subgengival e supragengival de 18 individuos com periodontite ndo tratada e
de 12 periodontalmente saudaveis. Catorze espécies ndo apresentaram
relacdo com a periodontite. Nove, dentre as quais P. intermedia e T.
denticola, pareceram estar relacionadas com esta doenca; suas freqiiéncias
de deteccdo em amostras de placa subgengival foram maiores em

individuos com periodontite do que naqueles saudaveis, embora esta
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diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa. Duas espécies
(Mogibacterium timidum e P. gingivalis) foram significativamente mais
freqientes na placa subgengival de individuos com periodontite do que
naqueles saudaveis. Nao houve diferencas significativas nas frequéncias de
deteccdo das 25 bactérias entre amostras de placa subgengival e
supragengival.

No estudo de MALHEIROS e AVILA-CAMPOS?®, em 2004, a técnica
da PCR foi utilizada para detectar a presenca de A. actinomycetemcomitans
e F. nucleatum em amostras de placa subgengival. Estas bactérias foram
isoladas, respectivamente, em 18% e 20% dos 50 pacientes com
periodontite, e em 2% e 24% dos 50 individuos saudaveis.

A deteccdo de microrganismos periodontopatogénicos com a
utilizacdo de amostras de placa dentaria tem-se mostrado bastante eficaz
em estudos microbiolégicos. Entretanto, muitos pesquisadores vém
utilizando amostras de saliva, as quais também parecem ser bastante Uteis
nestes tipos de estudo.

VON TROIL-LINDEN et al>’, em 1995, determinaram os niveis
salivares de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, C.
rectus e Peptostreptococcus micros por meio de cultura bacteriana e
relacionaram-nos com a condicado clinica periodontal de 40 individuos
divididos em trés grupos (periodontite avancada, moderada e inicial ou sem
a doenca). Os autores também examinaram, longitudinalmente, se os niveis
salivares destas bactérias eram afetados pela realizacdo de um tratamento

periodontal ou se permaneciam estaveis quando este ndo era realizado. Os
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resultados mostraram que individuos que abrigavam as 5 espécies
bacterianas apresentavam nimeros médios de 2 x 10° a 6 x 10’ unidades
formadoras de colonia/mL de saliva. No grupo de pacientes com periodontite
inicial, A. actinomycetemcomitans ndo foi encontrada, e P. gingivalis foi
detectada em apenas um dos individuos, enquanto ambas as espécies
foram encontradas em 33% e 44%, respectivamente, dos pacientes com
periodontite moderada e em 60% e 40%, respectivamente, dos individuos
com periodontite avancada. Observou-se também que a realizacdo de
tratamento periodontal eliminou ou reduziu os niveis salivares das bactérias
por um periodo de 6 meses, enquanto que em pacientes nédo tratados, as
freqUéncias de deteccdo permaneceram estaveis.

SAKAMOTO et al.**, em 2000, compararam a microbiota bacteriana
bucal na saliva de dois pacientes com periodontite e de um individuo
periodontalmente saudavel. Os genes 16S rDNAs foram amplificados por
meio da PCR e, em seguida, clonados. N&o foram encontradas sequéncias
de clones relacionadas a bactérias periodontopatogénicas na amostra de
saliva do individuo saudavel, enquanto que varios periodontopatdégenos, tais
como C. rectus, P. intermedia, P. gingivalis e Treponema socranskii, foram
detectados nas amostras dos pacientes com periodontite.

O estudo realizado por SIRINIAN et al.*®, em 2002, teve como objetivo
determinar a frequéncia de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, B.
forsythus e T. denticola na saliva de individuos jovens, de diferentes
racas/etnias, habitantes de Los Angeles, Califérnia, e os indicadores de risco

relacionados a ocorréncia salivar desses 4 patdogenos periodontais. Do total
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de 150 pacientes (hispanicos, caucasianos e americanos asiaticos), 15%
apresentaram A. actinomycetemcomitans, 15% P. gingivalis, 14% B.
forsythus e 18% T. denticola. Nenhuma relacéo significativa foi identificada
entre a etnia e a presenca destas espécies.

UMEDA et al.*®, em 1998, compararam a deteccéo, por meio da PCR,
de seis bactérias periodontopatogénicas (A. actinomycetemcomitans, B.
forsythus, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens e T. denticola) na saliva
total e na placa subgengival de 202 individuos. P. gingivalis, P. intermedia,
P. nigrescens e T. denticola foram detectadas mais freqiientemente na saliva
total do que em amostras de bolsa periodontal, enquanto que, para A.
actinomycetemcomitans e B. forsythus, apenas o uso de amostras de saliva
tendeu a subestimar a sua ocorréncia. Assim, 0s autores concluiram que a
saliva € igual ou melhor que as amostras de placa (das 4 bolsas mais
profundas) para se detectar microrganismos periodontopatogénicos
presentes na cavidade bucal.

TAKEUCHI et al.>®, em 2001, tiveram como obijetivo identificar T.
socranskii, T. denticola e P. gingivalis, por meio da PCR, na placa
subgengival e na saliva de 103 pacientes com periodontite e de 20 pacientes
saudaveis. Além disso, procuraram elucidar a relacdo existente entre a
presenca destes microrganismos e a severidade de parametros clinicos
periodontais, como o indice gengival, o indice de placa, a profundidade de
sondagem, entre outros. Observaram que as frequéncias de deteccéo de T.
denticola e P. gingivalis foram aproximadamente as mesmas tanto em

amostras de saliva quanto de placa. Entretanto, para T. socranskii, a
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freqUéncia de deteccdo bacteriana na saliva de pacientes com periodontite
foi muito menor do que na placa. A prevaléncia destes 3 microrganismos
pode ser correlacionada com varios parametros clinicos.

ROSA et al.*}, em 2002, procuraram avaliar a condicéo periodontal e
a presenca de periodontopatogenos em 30 méaes brasileiras, com idades
entre 21 e 40 anos, e em seus filhos (5 a 6 anos). Além de determinar alguns
parametros clinicos (indice de placa e indice gengival de méaes e filhos, e
profundidade de sondagem apenas das maes), avaliaram-se amostras de
placa subgengival de mées e filhos e uma amostra de saliva total das maes
para detectar a presenca de A. actinomycetemcomitans, P. nigrescens, P.
gingivalis e T. denticola, pela técnica de “slot immunoblot”. As bactérias mais
prevalentes nas maes, em ordem decrescente, foram A.
actinomycetemcomitans (100%), P. nigrescens (93,3%), P. gingivalis (80%)
e T. denticola (36,7%). As criancas demonstraram padrdao de higiene e de
ocorréncia bacteriana semelhante aos de suas mées. Além disso, em
comparacdo com a placa subgengival, a saliva sempre exibiu os maiores
valores e maior positividade, demonstrando ser um indicador de colonizacao
bucal e poder funcionar como veiculo para a transmissdo de
periodontopatdégenos de mées para filhos.

Apesar de a saliva, comprovadamente, ser um meio adequado para a
deteccdo de microrganismos, tem-se verificado que ela contém inibidores
naturais da PCR, podendo causar resultados falso-negativos e,
conseqguentemente, subestimar a presenca dos microrganismos estudados.

A fim de solucionar ou minimizar este problema, MATTO et al.*, em 1998,
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descreveram um método de processamento de amostra, com a utilizacao de
Chelex 100, para prevenir a inibicdo da PCR pela saliva. A eficacia deste
método de PCR para a deteccao de P. gingivalis em amostras de saliva foi
comparada com a da cultura bacteriana. Adicionalmente, o presente método
de PCR foi aplicado para determinar a ocorréncia de P. gingivalis em
amostras de saliva de 263 individuos finlandeses com idade entre 5 e 80
anos. Os autores observaram que P. gingivalis foi detectada na saliva trés
vezes mais por PCR do que por cultura, embora tenha sido raramente
detectada na saliva de criancas menores de 10 anos (5%) e de adultos
jovens. A prevaléncia de P. gingivalis aumentou com a idade, sugerindo que
a colonizacédo bucal por esta espécie bacteriana ocorre principalmente na
fase adulta.

UMEDA et al.>®>, em 2004, investigaram a distribuicdo de bactérias
periodontopatogénicas na cavidade bucal de criancas e de seus pais, bem
como a relacdo entre algumas bactérias (A. actinomycetemcomitans, T.
forsythensis, C. rectus, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens e T.
denticola) e parametros clinicos. Cinquenta e cinco criangas, incluindo 15
com denticdo decidua, 26 com dentadura mista e 15 com denticdo
permanente, tiveram coletadas amostras de saliva e de placa subgengival,
enquanto que de seus pais foram coletadas apenas amostras de saliva. A
freqiéncia de deteccdo de T. forsythensis, C. rectus, P. nigrescens, T.
denticola, A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis na cavidade bucal de
criancas foi de 42,9%, 94,6%, 42,9%, 48,2%, 1,8% e 8,9%, respectivamente.

Frequéncias diferentes de deteccao de P. nigrescens foram encontradas na
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cavidade bucal de criancas com denticdes decidua, mista e permanente.
Além disso, criancas que abrigavam T. forsythensis, P. intermedia, P.
nigrescens e T. denticola apresentaram escores mais elevados para a
mensuracao de detritos bucais pelo indice de higiene bucal simplificado.

Trés métodos diferentes, PCR convencional, PCR em tempo real e
cultura, foram comparados no estudo conduzido por SAKAMOTO et al.**, em
2001, a fim de detectar e quantificar as seguintes bactérias: A.
actinomycetemcomitans, B. forsythus, P. gingivalis, T. denticola e T.
socranskii na saliva e na placa subgengival de cinco pacientes. Houve boa
concordancia entre os resultados dos métodos da PCR convencional e da
PCR em tempo real para todas as amostras de saliva. Bactérias
periodontopatogénicas foram mais freqientemente detectadas em amostras
de saliva do que em amostras de placa subgengival, sugerindo que a saliva
€ igual ou melhor do que a placa para a deteccdo e quantificacdo destes
microrganismos na cavidade bucal.

A técnica da PCR em tempo real tem sido bastante utilizada néo
apenas para detectar a presenca de bactérias, mas principalmente para
quantificar o seu numero nos diferentes tipos de amostra. Utilizando esta
técnica, YOSHIDA et al.®’, em 2004, avaliaram os ndmeros relativos e
absolutos de T. denticola na saliva e na placa subgengival e investigaram a
relacdo entre a profundidade da bolsa periodontal e 0 numero de bactérias
neste local. Os autores encontraram uma correlacdo positiva significativa
entre estes parametros, o que indica que o nimero e a porcentagem de T.

denticola aumentam a medida que a bolsa se torna mais profunda.
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KUBONIWA et al.®®, em 2004, utilizando PCR em tempo real,
detectaram e quantificaram seis espécies bacterianas (P. gingivalis, T.
forsythensis, A. actinomycetemcomitans, T. denticola, P. intermedia e P.
nigrescens) em amostras de placa e de detritos presentes na lingua de 10
pacientes com periodontite avancada e de 10 individuos periodontalmente
saudaveis. Todas as espécies, com excecdo de P. nigrescens, foram
detectadas em amostras de sitios doentes em numeros significativamente
maiores do que naguelas de sitios saudaveis.

Para determinar a estabilidade da infeccdo por P. gingivalis e A.

actinomycetemcomitans, LAMELL et al.?®

, em 2000, reavaliaram, por meio
da PCR, apés 1 a 3 anos, 101 individuos entre 2 e 20 anos de idade,
participantes de um estudo anterior. Nao se observou alteracdo na
prevaléncia de ambas as bactérias; entretanto, a colonizacdo ndo se
manteve nos mesmos individuos avaliados. Os autores relataram que a
colonizacéo por estas bactérias na infancia é transitoria e que P. gingivalis
parece se tornar mais estavel no final da adolescéncia, possivelmente com o
desenvolvimento de bolsas mais profundas.

OOSHIMA et al.*, em 2003, examinaram longitudinalmente a
ocorréncia de 10 espécies bacterianas em amostras de placa subgengival e
de saliva de criancas periodontalmente saudaveis usando a PCR. C.
ochracea, C. sputigena e A. actinomycetemcomitans foram freqientemente
encontradas na saliva, enquanto que P. gingivalis, T. denticola e P.

intermedia raramente foram detectadas. P. nigrescens foi mais

freqientemente detectada na placa e sua prevaléncia aumentou com a
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idade. E. corrodens e C. rectus foram algumas vezes detectadas na saliva e
na placa, enquanto que T. forsythensis foi ocasionalmente detectada na
saliva.

Recentemente, alguns estudos tém sido realizados com o objetivo de
comparar a prevaléncia de bactérias antes e apos a realizacdo de terapia
periodontal. Desta forma, BEIKLER et al., em 2004, analisaram as
prevaléncias intra e extra-bucal de sete patdgenos periodontais (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, E. corrodens, T. forsythensis, P.
intermedia, P. nigrescens e T. denticola), por meio da PCR, em 35 pacientes
com periodontite e descreveram o padrdo de colonizacdo apds raspagem
subgengival. Amostras de placa supra e subgengival, de saliva e de “swab”
da mucosa e de sitios extra-bucais foram coletadas no inicio do estudo e
apos 6 semanas, bem como 3 e 6 meses ap0s a terapia mecanica
periodontal. A raspagem supra e subgengival diminuiu o nimero de sitios
subgengivais  infectados  pelos patdogenos analisados  apenas
transitoriamente. Entretanto, as frequéncias de deteccao de T. forsythensis,
P. intermedia, P. nigrescens e T. denticola na regido supragengival, de P.
gingivalis, T. denticola e P. nigrescens na mucosa bucal, e de todos os
patogenos com excecdo de A. actinomycetemcomitans na saliva
aumentaram ao longo do periodo de 6 meses de observacao.

KAWADA et al.?®°, em 2004, usando a técnica da PCR em tempo real,
realizaram analises quantitativas de P. gingivalis antes e apos tratamento
periodontal, a fim de compreender a relagéo entre o numero de bactérias e a

condicdo periodontal. Os autores encontraram correlacdo positiva
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significativa entre a quantidade de P. gingivalis e a profundidade da bolsa
periodontal, demonstrando que o numero de células é um fator importante
que afeta a progressdo da doenca. Além disso, houve uma reducéo
significativa do numero desta bactéria ap0s a realizacdo de tratamento

periodontal.
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3 PROPOSICAO

Considerando-se as divergéncias entre os resultados dos diversos
estudos com relacdo a frequéncia de deteccdo de bactérias
periodontopatogénicas em criancas, e na tentativa de se verificar se os
niveis de periodontopatégenos podem refletir ou ndo a condi¢do periodontal
destes individuos, propusemo-nos a avaliar:

a. A prevaléncia de quatro bactérias periodontopatogénicas, A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. nigrescens e T.
denticola, na saliva de criancas brasileiras em fase de
dentadura mista, em dois momentos distintos (com intervalo
de 1 ano), utilizando a técnica da PCR,;

b. A existéncia ou ndo de uma correlacéo entre as frequéncias
de deteccdo destas bactérias com um parametro clinico de
saude periodontal, estabelecido por meio do indice

gengival.
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4 MATERIAL E METODOS

O protocolo desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de Sao

Paulo (protocolo n°® 19/2003) (Anexo 1).

4.1 Selegédo de pacientes

Os individuos selecionados para este estudo foram criangas entre 8 e
10 anos de idade, provenientes da 22 série do ensino fundamental da Escola
Estadual Professor Ayrton Busch, da cidade de Bauru, Sdo Paulo, no ano de
2003. Os alunos ndo apresentavam lesdes cariosas extensas, raizes
residuais ou qualquer outra situacdo que indicasse a necessidade de
extracao dentaria, uma vez que a escola participa de um programa de saude
bucal (restaurador e preventivo) instituido pela prefeitura do municipio de
Bauru. Admitiram-se pacientes que ndo se submeteram a tratamento com
antibiéticos ou qualquer outra terapia medicamentosa nos 6 meses prévios
ao estudo®®3?®* bem como ndo apresentavam nenhum tipo de
comprometimento sistémico**®. A inclusdo dos pacientes na amostra foi
definida pela presenca concomitante de dentes deciduos e dentes
permanentes na cavidade bucal, caracterizando a fase de dentadura mista.
Somente participaram da pesquisa pacientes cujos pais e/ou responsaveis

deram seu consentimento por escrito (Anexo 2). Nesta primeira etapa do

trabalho, o niumero total de pacientes envolvidos foi de 64.
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Apds um ano, os mesmos pacientes foram reavaliados, estando agora
distribuidos em diversas escolas do municipio de Bauru (25 criancas na E.
E. Prof. Ayrton Busch, 29 na E. E. Parque Jaragua, 3 na E. E. Vereador
Antbnio Ferreira de Menezes, 1 na E. E. Salvador Filardi, 1 na E. M. E. F.
Geraldo Arone e 1 na E. E. Marta Aparecida Henrique Barbosa). Nesta fase,
em virtude de mudanca de cidade, houve uma perda de 4 criancas na
amostra da pesquisa, estando agora constituida de 60 pacientes.

Assim, todos os procedimentos descritos a seguir foram realizados

nas duas etapas do trabalho (novembro de 2003 e novembro de 2004).

4.2 Anamnese

Foi realizada na presenca dos pais e/ou responsaveis e constou de
guestionamentos que pudessem revelar dados sobre a saude geral do
paciente, bem como dados especificos sobre sua condi¢cdo bucal (Anexo 3).
Caso o paciente nao apresentasse nenhum comprometimento sistémico que
0 excluisse da participacdo na pesquisa, apresentou-se aos pais e/ou
responsaveis o termo de consentimento para participacdo no estudo, o qual
foi lido e explicado detalhadamente pelo entrevistador. Em caso de

aceitacao, solicitou-se a assinatura desse documento.
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4.3 Coleta de saliva

Os pacientes receberam um béquer de vidro estéril para a coleta de
saliva total expectorada durante 5 minutos’. Do béquer, pipetaram-se
aproximadamente 1.500 pL da saliva de cada paciente, os quais foram
colocados num tubo de microcentrifuga estéril, e este, por sua vez, colocado
em gelo picado para ser transportado até o laboratério das Disciplinas de
Farmacologia e Fisiologia, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas.
Chegando ao laboratorio, todos os tubos foram imediatamente estocados em

freezer a —20°C até o momento da extragdo de DNA.

4.4 Avaliacao do indice gengival (IG)

O exame clinico foi realizado em um consultério dentario existente na
E. E. Prof. Ayrton Bush, sob condicbes adequadas de luminosidade,
utilizando-se espatula de madeira e um espelho bucal. Para melhor
visualizacao do tecido gengival, este foi seco com jato de ar previamente ao
exame?®. Por meio do IG, a severidade da inflamacéo gengival foi avaliada
ao redor dos dentes 16, 12 (ou 52), 24 (ou 64), 36, 32 (ou 72) e 44 (ou 84)
(Anexo 4). Cada uma das por¢cBes gengivais (vestibular, lingual, mesial e
distal) recebeu um dos seguintes escores, conforme a condi¢cao inflamatéria

apresentada: 0 = gengiva normal; 1 = inflamacdo branda, com pequena

mudanca de cor e pouco edema, sem sangramento a palpacédo; 2

inflamacdo moderada, vermelhiddo, edema e brilho, com sangramento a
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palpacdo; e 3 = inflamacdo severa, vermelhiddo acentuada, edema e
ulceracdes, com tendéncia ao sangramento espontaneo®°***, Este escore é
denominado de IG para a area. Os valores de cada uma das quatro areas do
dente foram somados e divididos por quatro, com o intuito de se obter o 1G
para o dente. Finalmente, somando-se o IG para os dentes e dividindo-se
por seis, obteve-se o IG para o paciente. Portanto, o indice para o paciente é
a média aritmética dos escores para cada area examinada®®. Desta forma,
individuos com inflamacéo suave geralmente apresentam escore de 0,1 a
1,0; aqueles com inflamac&o moderada, entre 1,1 e 2,0; e um escore entre
2,1 e 3,0 representa uma inflamagéo grave'*?,

Todos o0s pacientes foram avaliados por dois examinadores

previamente calibrados (kappa = 0,88).

4.5 Extragédo de DNA das amostras de saliva

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados no laboratério
das Disciplinas de Farmacologia e Fisiologia, do Departamento de Ciéncias
Biologicas, sob orientagdo do Prof. Dr. Carlos Ferreira dos Santos.

A extragdo de DNA das amostras de saliva foi realizada tomando-se
como base a técnica documentada por UMEDA et al.>®, em 1998.

Os tubos contendo as amostras de saliva foram descongelados em
gelo picado e homogeneizados em agitador (Quimis Aparelhos Cientificos
Ltda, Diadema, SP, Brasil). Para cada uma das amostras, pipetaram-se 500

ML de saliva, os quais foram transferidos para um novo tubo de
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microcentrifuga estéril de 1,5 mL, sendo a saliva diluida e homogeneizada
em agua destilada estéril na proporcao de 1:2 (volume/volume). Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g durante 5 minutos em
microcentrifuga refrigerada (Heraeus Biofuge 15R, Heraeus Equipment Ltd,
Brentwood, UK) a 4° C.

O “pellet” resultante foi, entdo, lavado em agua destilada estéril da
seguinte forma: descartou-se o sobrenadante e acrescentaram-se 1.000 pL
de agua; os tubos foram homogeneizados no agitador e centrifugados a
10.000 x g por 5 minutos. Este processo de lavagem do “pellet” foi realizado
3 vezes para cada amostra.

O sobrenadante foi novamente descartado, e o “pellet” suspenso em
100 pL de agua livre de DNAse e RNAse (Qiagen gmbH, Hilden, Alemanha)
e 100 pL de InstaGene Matrix (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA). Em seguida, o conteudo deste tubo foi transferido para um tubo de
microcentrifuga estéril de 0,5 mL e incubado a 56° C por 30 minutos em
termociclador (Progene, Techne, Cambridge, UK). As amostras foram
novamente homogeneizadas e fervidas durante 10 minutos para obtencéo
de DNA. Apdés nova centrifugacao (10.000 x g por 3 minutos) para remover
células nao lisadas e restos celulares de tamanho grande, 170 pL do
sobrenadante foram pipetados para um novo tubo de microcentrifuga estéril

para posterior analise por PCR.
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4.6 Reacado em cadeia da polimerase (PCR)

A deteccdo bacteriana pela técnica da PCR, realizada no
termociclador PTC-100 Programmable Thermal Controller (MJ Research,
Inc., Watertown, MA, USA), baseou-se na amplificacdo das sequéncias dos
genes 16S rDNA*®'. Todas as reacdes foram realizadas em duplicata num
volume total de 50 uL, em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL, com os
seguintes reagentes: 10 uL do molde de DNA descrito acima, 5 pL de 10 x
tampéo para PCR (Gibco/BRL, Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD,
USA), 1,25 unidades de Taq DNA polymerase (Lab Trade do Brasil Ltda.,
Sédo Paulo, SP, Brasil), 0,2 mM de cada um dos desoxirribonucleotideos
(Gibco/BRL), 1,0 uM de cada primer (Integrated DNA Technologies, Inc,
Coralville, 1A, USA), e 1,5 mM de MgClI; (Gibco/BRL). A mistura para reagéo
da PCR foi coberta com 6leo mineral 100% puro (Indastria Farmacéutica
Rioquimica Ltda, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil).

Primers universais que se anelam a quase todas as por¢des 16S do
DNA ribossdmico de bactérias, mas ndo as sequéncias 18S de células
eucarioticas, foram usados como controle positivo para a amplificacdo por
PCR*®'. Para cada par de primer, foi realizada uma reacdo de PCR,
substituindo-se o molde de DNA extraido previamente pela mesma
quantidade de &gua estéril, a fim de se checar possiveis contaminac¢des dos
primers (controle negativo).

As especificidades de todos os primers foram confirmadas usando-se

o programa BLAST do National Center for Biotechnology Information Server
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(http://ncbi.nlm.nih.gov/blast/), o qual verifica se os primers utilizados se

hibridizam exclusivamente com regides que conferem a identidade da
bactéria procurada, ou seja, se ha 100% de homologia entre os pares de
primers e a dupla fita do DNA bacteriano. As sequéncias de todos os primers

utilizados podem ser vistas na Tabela 1.

TABELA 1 — Primers utilizados na PCR para as diferentes bactérias-alvo e

tamanhos antecipados dos produtos de amplificacao.

L , Tamanho Posicéo das
Bactéria-alvo Par de primers (5’-3")

antecipado bases
ATGCCAACTTGACGTTAAAT
A. actinomycetemcomitans 557 pb 478-1034
AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC
o AGGCAGCTTGCCATACTGCG
P. gingivalis 404 pb 729-1132

ACTGTTAGCAACTACCGATGT

ATGAAACAAAGGTTTTCCGGTAAG
P. nigrescens 804 pb 219-1022
CCCACGTCTCTGTGGGCTGCGA

TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT
T. denticola 316 pb 193-508
TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA

) ) ] GATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
Primers universais* 602 pb 786-1387
CCCGGGAACGTATTCACCG

*Com base na seqiiéncia de nucleotideos da E. coli®.

O processo de ciclagem térmica para as bactérias P. gingivalis e T.
denticola consistiu de uma fase inicial de desnaturacdo por 2 minutos a
95°C, seguida de 36 ciclos de amplificacdo. Cada ciclo apresentou as fases
de desnaturacdo (30 segundos a 95°C), anelamento (1 minuto a 60°C) e

extensdo (1 minuto a 72°C). As amostras foram incubadas por um periodo
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adicional de 2 minutos a 72°C (extensao final) apds o término do Gltimo ciclo.
Ja para as bactérias A. actinomycetemcomitans e P. nigrescens, o perfil de
temperatura da PCR incluiu uma desnaturacao inicial a 95°C por 2 minutos,
seguida de 36 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto e

72°C durante 2 minutos, e uma fase final a 72°C por 10 minutos*>>°®.

4.7 Eletroforese horizontal

Os produtos da PCR foram analisados por meio de uma eletroforese
horizontal em gel de agarose a 2,0%.

Para o preparo do gel, foram utilizados 40 mL de solugdo tamponada
composta por Trisma base, acido borico e EDTA (TBE 1x), 0,8 g de agarose
e 2 ug de brometo de etidio (0,5 pg/mL). Montou-se, entdo, o sistema de
eletroforese horizontal (Loccus biotecnologia, Sado Paulo, SP, Brasil), no qual
despejou-se a mistura e adicionou-se o pente. Apos a polimerizacdo do gel
(aproximadamente 30 minutos), o pente foi retirado, e o gel coberto com
tampao para eletroforese (TBE 1x).

Em seguida, iniciou-se o carregamento do gel com uma aliquota de 9
uL de cada amostra submetida a PCR, acrescida de 1,8 uL de tampao de
carregamento (azul de bromofenol e glicerol). Em uma das extremidades do
gel, também foi utilizada uma aliquota de 1 pL de padrédo de peso molecular,
acrescida de 1,8 uL de tampéao de carregamento e 8 puL de agua destilada
estéril. A eletroforese foi realizada com a aplicacdo de corrente de 200 V

durante 2 horas.
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Apés a eletroforese, o gel de agarose foi colocado sobre um
transiluminador ultravioleta (T 2202, Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO, USA), realizando-se, imediatamente, a fotodocumentacdo para registro
da presenca de produtos amplificados de tamanhos antecipados. O peso
molecular dos produtos da PCR foi determinado pela comparacdo com um

marcador de peso molecular de 100 pb (Gibco/BRL).

4.8 Analise estatistica

Para a andlise dos dados, as criangas foram consideradas positivas
para uma determinada bactéria se esta estivesse presente em pelo menos
uma das amostras submetidas a PCR em duplicata. Realizou-se, entdo, uma
andlise descritiva de todos os dados obtidos em novembro de 2003 e
novembro de 2004 separadamente, e os resultados foram avaliados pelo
teste exato de Fisher, com o intuito de se verificar possiveis associacoes
entre a condicdo de inflamacdo gengival (leve, moderada ou grave) e a
prevaléncia de cada uma das quatro bactérias estudadas, bem como das
combinagdes entre elas. Em seguida, para a determinacdo de diferencas
significativas entre um ano e outro, foram utilizados os testes de Wilcoxon e
de McNemar, para andlise da variacdo tanto do IG como da presenca de
cada uma das bactérias, respectivamente. O teste de McNemar também foi
utilizado com o intuito de se verificar possiveis variagfes significativas entre
as condicdes de inflamagao gengival apresentadas nos anos de 2003 e de

2004. A significancia estatistica foi estabelecida em 5%.
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5 RESULTADOS

Todos os resultados sdo mostrados como frequéncia relativa (%),

seguida pela frequiéncia absoluta (nUmero) entre parénteses.

5.1 Primeira avaliag&o: novembro de 2003

Do total de 64 criancas avaliadas em novembro de 2003, 96,9% (62)
apresentaram baixa inflamacédo gengival, e 3,1% (2) tiveram escores
moderados. O valor médio + desvio padréo para o IG foi 0,856 + 0,133, e a
mediana foi 0,875.

Os resultados da PCR indicaram que 18,8% (12) das criangcas nao
apresentaram nenhuma das quatro bactérias estudadas. A prevaléncia de
cada uma das espécies e da combinacdo de espécies nesta populacdo é
mostrada na Tabela 2. O resultado da PCR para a deteccéo de T. denticola,
P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e P. nigrescens, presentes na saliva
de algumas das criancas avaliadas, pode ser observado nas Figuras 1, 2, 3
e 4, respectivamente. Além disso, a Figura 5 mostra o resultado da PCR de
seis criangas utilizando-se o par de primers universais.

Com relacao as quatro espécies bacterianas estudas, 81,3% (52) das
criangas abrigavam pelo menos uma delas, 17,2% (11) pelo menos duas, e
6,3% (4) pelo menos trés. Adicionalmente, 64,1% (41) abrigavam apenas
uma espécie, 10,9% (7) duas espécies, 4,7% (3) trés, e 1,6% (1) as quatro

espécies. A Figura 6 mostra os resultados da PCR de um individuo que
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abrigava as quatro espécies de bactérias estudadas. Além disso, o teste
exato de Fisher ndo mostrou associagcao significativa entre a condicdo de
inflamacdo gengival e a prevaléncia de cada uma das quatro bactérias
periodontopatogénicas estudadas, bem como das possiveis combinacdes

entre elas (p>0,05).

Tabela 2 — Frequéncias relativa (%) e absoluta (nUmero entre parénteses) de
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. nigrescens e T. denticola, bem
como da combinacdo entre tais espécies, nas amostras de saliva de 64

criancas no ano de 2003.

Bactéria periodontopatogénica Frequéncia
A. actinomycetemcomitans 4,7% (3)
P. gingivalis 6,3% (4)
P. nigrescens 23,4% (15)
T. denticola 71,9% (46)
A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis 1,6% (1)
A. actinomycetemcomitans e P. nigrescens 4,7% (3)
A. actinomycetemcomitans e T. denticola 4,7% (3)
P. gingivalis e P. nigrescens 3,1% (2)
P. gingivalis e T. denticola 3,1% (2)
P. nigrescens e T. denticola 17,2% (11)
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. nigrescens 1,6% (1)
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. denticola 1,6% (1)
A. actinomycetemcomitans, P. nigrescens e T. denticola 4,7% (3)
P. gingivalis, P. nigrescens e T. denticola 3,1% (2)

A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. nigrescens e T. denticola  1,6% (1)
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400 pb

300 pb

200 pb

Figura 1: Gel de agarose corado com brometo de etidio dos produtos da
PCR para deteccéo de T. denticola na saliva de seis criangas em novembro
de 2003. Coluna 1, marcador de peso molecular de 100 pb; colunas 2-7, T.

denticola (316 pb); coluna 8, controle negativo (agua).

600 pb
500 pb

400 pb

300 pb

Figura 2: Gel de agarose corado com brometo de etidio dos produtos da
PCR para deteccéo de P. gingivalis na saliva de seis criancas em novembro
de 2003. Coluna 1, marcador de peso molecular de 100 pb; colunas 2-7, P.

gingivalis (404 pb); coluna 8, controle negativo (agua).

700 pb
600 pb
500 pb

400 pb

Figura 3: Gel de agarose corado com brometo de etidio dos produtos da

PCR para deteccdo de A. actinomycetemcomitans na saliva de seis criancas
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em novembro de 2003. Coluna 1, marcador de peso molecular de 100 pb;
colunas 2-7, A. actinomycetemcomitans (557 pb); coluna 8, controle negativo

(agua).

900 pb
800 pb
700 pb

600 pb

Figura 4: Gel de agarose corado com brometo de etidio dos produtos da
PCR para deteccdo de P. nigrescens na saliva de seis criancas em
novembro de 2003. Coluna 1, marcador de peso molecular de 100 pb;

colunas 2-7, P. nigrescens (804 pb); coluna 8, controle negativo (agua).

800 pb
700 pb

600 pb
500 pb

Figura 5: Gel de agarose corado com brometo de etidio dos produtos da
PCR utilizando-se primers universais na saliva de seis criancas em
novembro de 2003. Coluna 1, marcador de peso molecular de 100 pb;

colunas 2-7, primers universais (602 pb); coluna 8, controle negativo (agua).
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Figura 6: Gel de agarose corado com brometo de etidio dos produtos da
PCR de diferentes patégenos periodontais presentes na saliva de uma
crianga em novembro de 2003. Colunas 1 e 12, marcador de peso molecular
de 100 pb; colunas 2-6, T. denticola (316 pb), P. gingivalis (404 pb), A.
actinomycetemcomitans (557 pb), P. nigrescens (804 pb) e primers
universais (controle positivo, 602 pb), respectivamente; colunas 7-11,
controle agua para T. denticola, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, P.

nigrescens e primers universais, respectivamente.

5.2 Segunda avaliacao: novembro de 2004

Do total de 60 criangas avaliadas em novembro de 2004, 83,3% (50)
apresentaram baixa inflamacg&o gengival, enquanto que 16,7% (10) tiveram
escores moderados. O valor médio + desvio padrdo para o IG foi 0,992 +
0,094.

Os resultados da PCR indicaram que 26,7% (16) das criangcas nao

apresentaram nenhuma das quatro bactérias estudadas. A prevaléncia de



Resultados

42

cada uma das espécies e da combinacdo de espécies nesta populacédo é

mostrada na Tabela 3.

Tabela 3 — Frequéncias relativa (%) e absoluta (nUmero entre parénteses) de

A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. nigrescens e T. denticola, bem

como da combinacdo entre tais espécies, nas amostras de saliva de 60

criancas no ano de 2004.

Bactéria periodontopatogénica FreqUéncia
A. actinomycetemcomitans 1,7% (1)
P. gingivalis 8,3% (5)

P. nigrescens
T. denticola
A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis
A. actinomycetemcomitans e P. nigrescens
A. actinomycetemcomitans e T. denticola
P. gingivalis e P. nigrescens
P. gingivalis e T. denticola
P. nigrescens e T. denticola
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. nigrescens
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. denticola
A. actinomycetemcomitans, P. nigrescens e T. denticola
P. gingivalis, P. nigrescens e T. denticola

A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. nigrescens e T. denticola

48,3% (29)
50,0% (30)
0,0% (0)
0,0% (0)
0,0% (0)
5,0% (3)
5,0% (3)
28,3% (17)
0,0% (0)
0,0% (0)
0,0% (0)
3,3% (2)

0,0% (0)
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Com relacao as quatro espécies bacterianas estudas, 73,3% (44) das
criancas abrigavam pelo menos uma delas, 31,7% (19) pelo menos duas, e
3,3% (2) pelo menos trés. Adicionalmente, 41,7% (25) abrigavam apenas
uma espécie, 28,3% (17) duas espécies, 3,3% (2) trés, e nenhuma das
criancas abrigava as quatro espécies concomitantemente.

A anadlise estatistica (teste exato de Fisher) ndo mostrou correlacéao
significativa entre a condicdo de inflamacao gengival e a prevaléncia de cada
uma das quatro bactérias periodontopatogénicas estudadas, bem como das

possiveis combinacdes entre tais espécies bacterianas (p>0,05).

5.3 Comparacao entre os resultados obtidos em novembro

de 2003 e novembro de 2004

Na comparacdo entre os resultados dos anos de 2003 e 2004,
utiizando-se o teste de McNemar, observou-se uma variacao
estatisticamente significativa da condicdo de inflamacao gengival, sendo que
do total de 60 criancas, 9 (15,0%) passaram de inflamacdo gengival leve
para inflamacdo moderada. Além disso, por meio do teste de Wilcoxon,
observou-se também um pequeno aumento dos escores do IG na maioria
das criancas avaliadas, sendo esta variacao estatisticamente significativa.

A concordancia para a presenca de A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis na primeira e segunda avaliacdo pode ser vista na Figura 7. O

teste de McNemar nao revelou associacao significativa entre a deteccdo de
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cada uma destas bactérias nos dois momentos de avaliacdo com intervalo

de um ano.

A. actinomycetemcomitans

2004
Nao Sim
. 93,3? 1,7
Nao b
(56) 1)
2003 | 5.0 0.0
Sim
3 0)
p=0,62

Figura 7: Matriz de concordancia de colonizagédo entre as avaliacbes de 60
criangcas nos anos de 2003 e 2004 para A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis. a, porcentagem de criancas em relacdo ao total; b (valores entre

parénteses), numero de criancas avaliadas.

2003

P.

Nao

Sim

gingivalis
2004
Nao Sim
88,3% 6,7
(53)" | @
3,3 1,7
2) 1)
p=0,68

J& a concordancia para a presenca de P. nigrescens e T. denticola

nas duas avaliagbes (novembro de 2003 e novembro de 2004) pode ser
vista na Figura 8. O teste de McNemar indicou variacdes estatisticamente

significativas tanto de aumento do numero de criangas que abrigavam P.

nigrescens na cavidade bucal, quanto de diminuicdo do numero de criangas

com T. denticola.
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P. nigrescens

T. denticola
2004 2004
Nao Sim Nao Sim
B 36,72 40,0 . 18,32 10,0
Nao b Nao b
(22) (24) (11) (6)
2003 150 | 823 2003 7317 | 400
Sim Sim
9 (5) (19) (24)
p=0,01 p=0,02

Figura 8: Matriz de concordancia de colonizacédo entre as avaliacbes de 60
criancas nos anos de 2003 e 2004 para P. nigrescens e T. denticola. a,

porcentagem de criancas em relacdo ao total; b (valores entre parénteses),

numero de criancas avaliadas.
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6 DISCUSSAO

Atualmente, a relacdo entre parametros clinicos, tais como o indice de
placa, o indice gengival ou a profundidade de sondagem, e a distribuicdo de
varias bactérias periodontopatogénicas em individuos de diferentes idades
ainda ndo € bem compreendida. Desta forma, este estudo procurou
determinar se a presenca de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P.
nigrescens e T. denticola na saliva de criancas em fase de dentadura mista
poderia ser correlacionada a severidade da inflamacéo gengival determinada
pelo 1G. Além disso, a fim de se verificar a estabilidade da colonizac&o

destas bactérias, apdés um ano todas as criancas foram reavaliadas.

6.1 A respeito dos métodos empregados

Devido a etiologia microbiana da periodontite, parece razoavel admitir
que um exame microbiolégico periodontal pode ajudar tanto a identificar os
agentes causadores da doenca como a estabelecer uma intervencéo
terapéutica apropriada. Quando wusados adequadamente, testes de
diagnosticos microbioldégicos podem ser Gteis nas seguintes situacdes:
identificacdo de fatores de risco para a doenca, avaliacdo da severidade da
doenca, estimativa do progndstico, selecao e ajuste de terapias e selecao de
drogas antimicrobianas®.

Atualmente, métodos de diagndsticos microbiolégicos sdo altamente

complexos e especializados. Cada um dos testes de diagndsticos
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comumente utilizados para identificacdo de microrganismos tem suas
vantagens e limitacdes*”*°. Métodos de cultura detectam apenas bactérias
capazes de se estabelecer no meio de cultura, e os resultados para
microrganismos presentes em pequenas quantidades ndo podem ser obtidos
ou ndo sao rapidamente alcancados. A técnica de hibridizacdo do DNA, com
utilizacdo de testes disponiveis comercialmente, requer um minimo de 6 X
10° microrganismos para a obtencdo de resultado positivo. Assim, a
hibridizacdo pode n&o detectar niveis sub-clinicos de infeccd0®*°. Embora
0os meétodos de cultura e de hibridizacdo apresentem certo grau de
sensibilidade, ambas as técnicas sdo muito trabalhosas e requerem
consideravel conhecimento e gasto financeiro, o que limita sua aplicacéo
universal. Técnicas imunologicas e enzimaticas também sdo disponiveis
para a deteccdo de bactérias, ndo dependendo de sua viabilidade na
amostra. Entretanto, testes enzimaticos nao sao Uteis para detectar espécies
bacterianas individuais, enquanto que testes imunoldgicos requerem
amostras suficientemente grandes para a deteccdo de bactérias especificas
e para cada controle. A vantagem da PCR, em comparacdo com outros
métodos, € que esta técnica é relativamente simples, pode ser utilizada para
identificar a presenca de bactérias em uma amostra em menos de quatro
horas e é extremamente sensivel. Assim, a PCR pode ser usada para se
determinar rapidamente a presenca de um numero extremamente baixo de
provaveis patdgenos em multiplos sitios de um mesmo paciente e, mais

importante ainda, para determinar alteracées no niamero de patégenos num
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mesmo sitio ao longo do tempo®. Devido a todas estas vantagens da PCR
em detrimento das demais, decidimos aplicar esta técnica em nosso estudo.

Embora a PCR apresente excelentes limites de deteccdo, uma
quantidade relativamente pequena de toda a amostra € usada no processo
de amplificacdo. Portanto, a aliqguota para a PCR pode nao incluir os
microrganismos-alvo se estes estiverem presentes em baixas
concentracdes®. A fim de minimizar este problema, todas as nossas reacdes
de PCR foram realizadas em duplicata, e as criancas foram consideradas
positivas para uma determinada bactéria quando esta estava presente em
pelo menos uma das duas amostras.

Para a realizacdo da PCR, é fundamental que o processo de extracao
do DNA seja adequadamente conduzido, de acordo com o tipo de amostra
que se dispde. No caso de amostras de saliva, conforme a descricdo de
UMEDA et al.®®, em 1998, este processo se baseia em lavagens e
centrifugacdes repetidas, cujos objetivos principais sdo remover possiveis
inibidores da PCR e permitir uma diminuicdo no limite de deteccdo das
células-alvo. Contudo, seguindo este protocolo e realizando posteriormente
a técnica da PCR inumeras vezes, ndo conseguimos obter resultado positivo
para nenhuma das amostras estudadas, inclusive com a utilizacdo dos
primers universais (dados ndo mostrados). Este fato nos sinalizou para um
possivel problema na etapa de extracdo de DNA, provavelmente devido a
permanéncia de inibidores naturais da PCR presentes na saliva, os quais
ndo puderam ser removidos exclusivamente por meio de lavagens e

centrifugacdes sucessivas.
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CONRADS et al.'®, em 1996, ja relatavam que uma baixa
concentracdo de bactérias-alvo (<500 células) e/ou compostos inibitorios,
tais como cétions, poderiam causar resultados falso-negativos como
observados em seu estudo. Considerando-se que a saliva, um material de
origem bioldgica, pode conter moléculas que inibem a polimerizacdo do DNA
bacteriano, ou que se liguem ao DNA bacteriano e/ou aos primers de
maneira nao especifica, fez-se necessario em nOSSO experimento a
utilizacdo de uma matriz comercial de purificacdo de DNA, a fim de favorecer
a sensibilidade na deteccdo dos microrganismos sem perda de
especificidade. Isto porque a inibicdo ndo pode ser superada pelo aumento
na quantidade de primers, uma vez que isto também favorece o
aparecimento de bandas referentes a outras bactérias presentes na
microbiota bacteriana normal da cavidade bucal®®, nem pelo aumento na
quantidade de DNA na reacdo de PCR, j4 que desta forma também sé&o
introduzidos mais inibidores desta reacdo™.

Assim, para confirmar nossa suspeita, realizamos outros
experimentos, agora com o uso de Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, USA) para a extracdo do DNA, uma vez que este produto tem
a capacidade de quelar ions bivalentes, favorecendo a eficiéncia da extracéo
do DNA e protegendo o DNA em altas temperaturas®*®“°. Com a utilizacdo
deste produto, obtivemos algumas bandas referentes aos alvos procurados,
embora ainda fossem fracas e de dificil visualizacdo (dados ndo mostrados).

No entanto, a pesquisadora finlandesa Jaana Métt6 (jaana.matto@uvtt.fi), em
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contato com o co-orientador deste trabalho, sugeriu-nos a utilizacdo de
InstaGene Matrix, uma versdo mais avancada daquele produto (Anexo 5).

Desta forma, InstaGene Matrix foi utilizado, primeiramente de acordo
com as instrugcdes do fabricante®?, obtendo-se resultados positivos em todas
as reacfes de PCR realizadas com primers universais (dados né&o
mostrados), o que confirmou nossas suspeitas quanto a presenca de
inibidores naturais da PCR na saliva. Entretanto, consideramos que o
volume deste produto recomendado pelo fabricante (200 pL) no processo de
extracdo do DNA era muito grande, o que nos levou a realizar novos testes.
Assim, utilizamos 100 pL de InstaGene Matrix acrescidos de 100 pL de agua
destilada estéril, e novamente obtivemos resultados positivos para todas as
amostras testadas nas reacdes de PCR com primers universais, sem perda
consideravel de qualidade na visualizacdo das bandas (dados né&o
mostrados). Assim sendo, tais volumes foram estabelecidos como ideais
para a extracdo de DNA.

Ainda conforme o preconizado pelo fabricante, para um volume total
de 50 pL de reacdo de PCR, o volume de sobrenadante (molde de DNA)
requerido é de 20 pL. Contudo, mais uma vez observamos que este volume
era excessivo, visto que, de acordo com o trabalho de UMEDA et al.”®,
realizado em 1998, a quantidade necessaria de molde de DNA para a PCR é
de 5% do volume final do tubo de reacéo para extracdo de DNA a partir de
amostras de saliva. Assim, um volume de 20 pL representaria 10% do DNA
extraido, o que significa colocar uma quantidade muito maior de material

genético para um mesmo volume de reacédo (50 pL). Dados evidenciam que,
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ao se utilizar 5% do DNA extraido, o método da PCR ¢é capaz de detectar
microrganismos-alvo que compreendem entre 0,02 a 0,0002% da microbiota
da saliva (2.000 a 20.000 células-alvo em uma amostra de saliva contendo
um total de bactérias cultivaveis de 10® a 10°mL). Além disso, tendo um
limite de deteccdo de 2.000 a 20.000 células/mL, a PCR € dutl na
determinacdo da presenca bucal de bactérias periodontopatogénicas, cujos
niveis médios na saliva variam de 10° a 10’ células/mL em pacientes com
periodontite®®*’.

Desta forma, parece 6bvio que, ao se utilizar um volume maior de
DNA para a realizacdo da PCR, também se estaria utilizando uma maior
concentracdo de microrganismos-alvo, 0 que elevaria a sensibilidade do
método. Entretanto, este aumento da sensibilidade ndo € desejavel em
estudos microbiolégicos que visam identificar individuos com niveis
significativos de patégenos potenciais®, uma vez que detectariamos
microrganismos presentes na cavidade bucal em niveis extremamente
reduzidos, 0s quais podem ser insignificantes para causar um desequilibrio
periodontal e iniciar a doenca. Assim, estabelecemos que o volume do
molde de DNA para cada reacao deveria ser de 10 pL, estando, portanto,
determinadas todas as condi¢cGes favoraveis para a realizacdo da PCR em

Nnosso estudo.
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6.2 A respeito dos resultados obtidos

Nas avaliagGes clinicas realizadas tanto em 2003 como em 2004,
observaram-se apenas manifestacfes leves e moderadas de inflamacéo
gengival, o que esta de acordo com os resultados encontrados na literatura
para criancas de diferentes idades, niveis socio-econdmicos e grupos
étnicos’*%. Segundo JENKINS e PAPAPANOU*®, em 2001, e ALBANDAR e
TINOCO?, em 2002, formas de inflamac&o gengival leve e moderada sdo um
achado praticamente universal em individuos jovens.

Além disso, de acordo com nossos resultados, o valor médio do IG
(0,856 + 0,133 em 2003 e 0,992 £ 0,094 em 2004) foi relativamente baixo,
uma vez que nossa amostra consistiu de criancas saudaveis. TAKEUCHI et
al.>®, em 2001, também avaliaram pacientes adultos saudaveis por meio do
IG, encontrando auséncia de inflamacéo gengival nesta populacéo.

Na comparagcao de nossos resultados nos anos de 2003 e de 2004,
observou-se que, de um ano para o0 outro, houve uma variacdo
estatisticamente significativa da condi¢éo da inflamacao gengival, bem como
um aumento dos escores do IG na maioria das criangas avaliadas. Contudo,
esta pequena variagdo em um Unico parametro clinico em criangas é
insuficiente para considerar a existéncia de uma possivel relacdo direta entre
0o aumento da idade e a piora da condicdo gengival, mesmo porque o
intervalo entre as avaliagbes foi de apenas um ano. Desta forma, avaliagbes
futuras sdo necessarias para se confirmar ou ndo tal relagcdo. TANAKA et

al.>*, em 2002, afirmaram que estudos anteriores que utilizaram parametros
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clinicos, tais como indice de placa, indice gengival e profundidade de
sondagem, mostram uma tendéncia de piora da condicéo periodontal com o
aumento da idade na populacdo geral e em adultos sistemicamente
saudaveis. Além disso, em pacientes com periodontite crénica, TAKEUCHI

et al.>®

, em 2001, observaram que, a medida que os escores do IG
aumentavam, havia também um aumento de sitios de bolsa periodontal
positivos para bactérias periodontopatogénicas.

Um dos aspectos principais da prevencao da doenca periodontal € a
identificacdo de individuos com risco elevado, e um dos indicadores de risco
corresponde & presenca de potenciais periodontopatdgenos™!. Desta forma,
mesmo a gengivite sendo considerada comum em criancas, Seu
monitoramento na infancia, por meio da deteccdo precoce de
microrganismos associados a doenca, pode ter um impacto consideravel na
prevencédo, possibilitando o controle ou a eliminacdo da doenca periodontal
em adultos®. Isto porque o conhecimento sobre a aquisicdo e o
estabelecimento de patégenos periodontais pode ajudar a elucidar a histéria
natural do desenvolvimento da periodontite e fornecer valiosas informacdes
para o0 estabelecimento de estratégias preventivas da doenca®®.
Obviamente, ndo ha prova direta de que a colonizacdo infantil por estas
bactérias possa predispor o individuo a periodontite do adulto. Entretanto,
quanto mais cedo ocorre a infeccdo, maior a oportunidade de os
microrganismos se estabelecerem naquele nicho®.

Assim, a natureza da infeccdo e a transmissdo de bactérias

periodontopatogénicas de hospedeiro para hospedeiro correspondem a
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topicos essenciais sobre a microbiologia periodontal. Segundo SLOTS*, em
1999, as bactérias presentes na cavidade bucal podem ser exdgenas, isto €,
causam infeccoes verdadeiras e sao transmissiveis entre individuos
expostos, ou podem ser meramente microrganismos indigenas que se
multiplicam e dao origem a infeccdes endogenas em individuos com defesa
insuficiente. Esta diferenciacdo entre periodontopatdégenos exdgenos ou
endodgenos é muito importante, uma vez que a natureza da infeccdo pode
influenciar significantemente no tratamento da doenca. Um patdgeno
exdgeno pode ser completamente eliminado da cavidade bucal, enquanto
que um patogeno indigena pode apenas ter seu numero reduzido por
intervencdes mecanicas e/ou quimicas. Esta diferenciacdo, entretanto, é
bastante complexa, ndo tendo sido estabelecida completamente para as
bactérias periodontopatogénicas®. Portanto, novas pesquisas S0
necessarias para delinear a natureza infecciosa desses microrganismos.
Além disso, a doenca periodontal destrutiva aparentemente € o
resultado de uma relacdo complexa entre membros da microbiota
subgengival e fatores nao relacionados a presenca bacteriana,
especificamente fatores ambientais e do hospedeiro. A presenca de
bactérias periodontopatogénicas, portanto, quando em combinagdo com um
hospedeiro debilitado ou com um fator ambiental que aumenta a
suscetibilidade do hospedeiro a infeccdo bacteriana, eleva o risco a
periodontite progressiva’’. Desta forma, parece ser extremamente vélida a
preocupacao em se detectar precocemente, na cavidade bucal de criancas,

bactérias periodontopatogénicas, sejam elas enddégenas ou exdgenas, uma
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vez que a sua presenca corresponde a um indicador de risco a doenca
periodontal passivel de ser controlado ou eliminado por meio de estratégias
preventivas.

Por outro lado, a simples presenca de periodontopatégenos nao
causa a doenca, ja que a transferéncia de microrganismos né&o
necessariamente resulta em colonizacdo ou infeccdo do hospedeiro.
Individuos que abrigam patdgenos potenciais freqientemente nao
manifestam sinais de doenca periodontal. Isto pode ser atribuido a diversos
fatores, como: defesa do hospedeiro, antagonismo bacteriano e possivel
auséncia de patogenicidade dos microrganismos infectantes. Entretanto, ha
lacunas no conhecimento da etiologia da doenca periodontal, como o tempo
necessario para uma infeccdo se estabelecer, o periodo de laténcia entre
infeccdo e doenca, e 0 numero de bactérias (quantidade e espécies)
necessario para causar uma infeccdo e iniciar a progressdao da doenca.
Embora uma associacdo entre a prevaléncia de alguns patdégenos
periodontais e a destruicdo periodontal possa ser encontrada, uma relacéo
simples de causa e efeito ndo tem sido mostrada para nenhuma das
bactérias periodontopatogénicas’’, o que justifica nossos resultados.

Das cerca de 700 espécies bacterianas encontradas na cavidade
bucal®, relativamente poucas estéo correlacionadas a doenca periodontal.
Tem sido sugerido que, particularmente, P. gingivalis e A.
actinomycetemcomitans tém um papel importante em varias formas de
doenca periodontal, estando muito fortemente associadas a doenca’**°%°°,

Outras bactérias, dentre as quais T. denticola e P. nigrescens, estédo
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relacionadas ao desarranjo periodontal como um grupo de patégenos
periodontais secundarios**+*>. Além disso, bactérias periodontopatogénicas
tém sido encontradas mais freqientemente na dentadura mista do que na
denticdo decidua. Entretanto, como e quando estes microrganismos
colonizam a cavidade bucal durante a infancia ainda é incerto™.

Nossos resultados indicaram que 18,8% das criancas avaliadas em
2003 e 26,7% das criancas avaliadas em 2004 n&do abrigavam nenhuma das
quatro bactérias periodontopatogénicas procuradas, o que esta de acordo

com outros estudos. KIMURA et al.?*

, em 2002, também observaram que
14,6% das 144 criancas avaliadas ndo apresentaram nenhuma das dez
espécies bacterianas de interesse em seu estudo, dentre as quais estavam

as quatro espécies por nés estudadas.

6.2.1 Deteccao de Porphyromonas gingivalis

Acredita-se que uma relacdo etiologica entre periodontite e P.
gingivalis, bactéria anaerébica gram-negativa, esteja relacionada a
expressdo de uma variedade de provaveis fatores de viruléncias, embora a
relacdo exata permaneca desconhecida. Fatores de viruléncia bacterianos
sdo produtos genéticos que permitem, promovem ou modificam a habilidade
dos microrganismos de causar doenca no hospedeiro. P. gingivalis tem um
armamento de produtos genéticos que interferem com a resposta imune do
hospedeiro, incluindo a inativacdo de citocinas, paralisia de células imunes

por vesiculas extracelulares e modulacdo da resposta imune a proteinas
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relacionadas ao estresse. P. gingivalis também expressa um nuamero de
enzimas proteoliticas e pode modular a expressao de proteinas, fimbrias e
outras adesinas associadas com sua habilidade para se ligar a célula do
hospedeiro®.

Diversos estudos que utilizam técnicas microbiolégicas de cultura
indicam que P. gingivalis ndo é freqientemente encontrada em criancas,
uma vez que seu ambiente bucal (fatores ambientais e nutritivos) né&o
favorece a colonizacdo por esta bactéria até apés a puberdade®!>%24
Outros autores afirmam que criancas podem abrigar P. gingivalis em
quantidades muito pequenas, abaixo do limiar de deteccdo dos meios de
cultura®.

Em nosso estudo, P. gingivalis foi encontrada em 6,3% e 8,3% das
criancas avaliadas nos anos de 2003 e 2004, respectivamente. A baixa taxa
de deteccdo desta bactéria estd de acordo com outros estudos que
empregam técnicas de biologia molecular para a deteccdo de
microrganismos*10123036.384054 " MATTO et al.®°, em 1998, raramente
detectaram P. gingivalis em criancas abaixo de 10 anos de idade (5%),
sendo também pouco encontrada em amostras de saliva de adolescentes e
adultos jovens (13,4% a 13,8%), enquanto que muitos adultos (63,3%) acima
de 30 anos de idade abrigavam esta bactéria. Da mesma forma, ASHIMOTO
et al.®, em 1996, detectaram P. gingivalis por PCR em apenas 14% das
criancas com idade ao redor dos 7 anos, enquanto que OOSHIMA et al.*,

em 2003, encontram uma taxa de deteccdo de 10%. Entretanto,

MCCLELLAN, GRIFFEN e LEYS®, em 1996, relataram uma alta prevaléncia
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de P. gingivalis em criancas (37%), sendo encontrada em frequéncia similar
ao longo da infancia e adolescéncia. Estes autores sugerem que P.
gingivalis pode ser adquirida imediatamente apds a exposicao,
possivelmente nos primeiros dias de vida.

Alguns autores tém demonstrado que a presenca de P. gingivalis esta
mais fortemente associada com a progressdao da gengivite e
estabelecimento da periodontite na adolescéncia (12 anos ou mais)*®, sendo
que esta bactéria torna-se aparentemente mais estavel no final da
adolescéncia®® ou em individuos mais velhos, possivelmente com o
desenvolvimento de bolsas profundas®®. Além disso, a freqiiéncia de P.
gingivalis pode aumentar ndo apenas com a severidade da doenca, mas
também com o aumento da idade®*. DOUNGUDOMDACHA, RAWKINSON e
DOUGLAS™, em 2000, relataram que esta bactéria ndo tem sido encontrada
em individuos saudaveis ou em pacientes com  gengivite.
Consequientemente, niveis elevados desse provavel patdgeno periodontal
podem ser um indicador 0til tanto de periodontite ativa quanto de risco

aumentado de perda de insercao gengival.

6.2.2 Deteccgédo de Treponema denticola

T. denticola, uma bactéria de formato helicoidal, € freqientemente
isolada de sitios severamente afetados pela doenca periodontal, e muitos
estudos tém sido realizados a fim de se elucidar o papel deste

microrganismo na periodontite®*®. Recentemente, uma associacéo entre T.
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denticola e halitose tem sido fortemente indicada. Além disso, especula-se
que esta bactéria pode ser relativamente facil de ser transmitida®®, podendo
ser o primeiro treponema a colonizar a denticdo decidua®.

A ocorréncia de T. denticola em 71,9% e 50% das criancas avaliadas
no presente estudo em 2003 e 2004, respectivamente, esta de acordo com
os achados de UMEDA et al.>®, em 2004, os quais detectaram a presenca
desta bactéria em cerca de 60% das criancas com dentadura mista
avaliadas em seu estudo. BARRON, RIVIERE e SIMONSEN®, em 1991,
usando anticorpos monoclonais, observaram que 50% das criangas entre 2 e
4 anos e 70% daquelas entre 5 e 11 anos eram positivas para T. denticola.
Além disso, ASHIMOTO et al.*, em 1996, encontraram esta bactéria em 16%
das 50 criancas entre 2 e 11 anos de idade com gengivite.

Contudo, para OKADA, HAYASHI e NAGASAKA®*, em 2001, T.
denticola raramente se estabelece na microbiota bucal de criancas
periodontalmente saudaveis. Em seu estudo, avaliando criancas de 5 a 12
anos de idade, em fase de dentadura mista, detectaram T. denticola em
19,1% dos pacientes com gengivite e 12,5% dos pacientes com periodontite,
ndo sendo encontrada em individuos saudaveis. Os resultados de
prevaléncia para esta bactéria, portanto, sdo bastante discordantes,

podendo sugerir uma colonizacao transitoria.
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6.2.3 Deteccédo de Actinobacillus actinomycetemcomitans

A. actinomycetemcomitans € um cocobacilo gram-negativo que possui
varios fatores de viruléncia. Alguns destes fatores tém a capacidade de
induzir uma resposta imune intensa e/ou atrapalhar a defesa imune do
hospedeiro, podendo explicar a possivel patogenicidade desta bactéria. Um
dos mecanismos de viruléncia de A. actinomycetemcomitans é a producao
potencial de metabdlitos prejudiciais, como uma leucotoxina que mata
especificamente leucécitos, permitindo que a bactéria se esquive de parte
das defesas do hospedeiro. Além disso, tem sido mostrado que A.
actinomycetemcomitans é capaz de invadir células epiteliais humanas in
vitro®,

Embora MORINUSHI et al.*®, em 2000, tenham demonstrado uma
associacdo entre a colonizacdo por A. actinomycetemcomitans e o
estabelecimento da gengivite na infancia (3 a 7 anos), outros autores
afirmam que esta bactéria raramente esta presente na cavidade bucal de
criancas®®, bem como ndo é freqlientemente encontrada em individuos
periodontalmente  saudaveis’®>. A. actinomycetemcomitans tem sido
freqientemente identificada em jovens com severa perda de insergcéo e/ou
rapida progressdo da doenca®, bem como tem sido associada & periodontite

agressiva  (juvenil)*?°8

e a varias infecgcbes extra-bucais, como
endocardites, pneumonias, septicemias e abscessos®.
Em nosso estudo, esta espécie bacteriana teve uma baixa prevaléncia

nos dois anos consecutivos de avaliagcéo (4,7% em 2003 e 1,7% em 2004).



Discussao 62

Resultados semelhantes foram obtidos por OKADA, HAYASHI e
NAGASAKA® em 2000, os quais observaram uma prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans de 4,8% em individuos saudaveis e de 6,8% em
individuos com gengivite. Da mesma forma, UMEDA et al.>>, em 2004,
encontraram esta bactéria na cavidade bucal de 1,8% das criancas
avaliadas.

Contudo, a deteccéo de A. actinomycetemcomitans tem sido bastante
controversa. OOSHIMA et al.*°, em 2003, encontraram alta taxa de deteccao
(95%), sendo esta maior em amostras de saliva (cerca de 50%) do que de
placa subgengival (cerca de 33%). Seus achados contrastam com aqueles
obtidos por UMEDA et al.>®, em 1998, os quais afirmaram que apenas a taxa
de deteccao de A. actinomycetemcomitans na saliva ndo foi superior do que
na placa dentaria. KIMURA et al.**, em 2002, também observaram, em
criancas entre 2 e 13 anos divididas em grupos por faixa etaria, uma alta
frequiéncia desta bactéria (42% a 58%). Para LAMELL et al.?®, em 2000, A.
actinomycetemcomitans habita a cavidade bucal de criancas de qualquer
idade e geralmente sua colonizacdo é transitéria, ndo se estabilizando com o
aumento da idade.

IRFAN, DAWSON e BISSADA', em 1999, relataram que alguns tipos
de clones de A. actinomycetemcomitans tém uma maior relacdo com doenca
periodontal destrutiva do que outros. Assim, a ocorréncia de multiplos tipos
de clones pode explicar porque certos individuos colonizados pela mesma
espécie bacteriana podem manifestar ou néo sinais de doenca. Por exemplo,

um teste microbiologico pode detectar elevados niveis de A.
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actinomycetemcomitans em um paciente saudavel. Isto pode ser devido a
deteccao de clones nao virulentos. Este fato cria um dilema, uma vez que as
avaliacdes microbiologicas de rotina ndo conseguem diferenciar clones de

uma mesma espécie bacteriana, nem avaliar sua patogenicidade*>?.

6.2.4 Deteccédo de Prevotella nigrescens

Com relacdo & P. nigrescens, TANAKA et al.>*, em 2002, sugerem
que sua presenca pode estar relacionada a gengivite na puberdade ou em
mulheres gravidas, uma vez que, em seu estudo, encontraram um aumento
significativo da colonizacdo desta bactéria em individuos entre 20 e 29 anos
de idade. Além disso, UMEDA et al.>®>, em 2004, observaram que a
freqiéncia de deteccdo de P. nigrescens foi significativamente maior em
criancas com dentadura mista (cerca de 65%) do que naquelas com
denticdo decidua ou permanente. Estes autores sugerem que esta bactéria
pode estar associada com inflamagao gengival em criangas.

Em nosso estudo, a prevaléncia de P. nigrescens foi de 23,4% na
primeira avaliacdo e 48,3% na segunda. MATTO et al.®!, em 1996,
estudando P. nigrescens em criangas de 2 e 3 anos, detectaram-na em
quatro das seis criancas avaliadas. OOSHIMA et al.*°, em 2003, observaram
que esta espécie bacteriana foi primeiramente detectada em criancas de 4
anos, sendo que sua prevaléncia aumentou com a idade, alcancando 73%
em criangas com 14 anos. Neste estudo, P. nigrescens foi mais

frequentemente detectada em amostras de placa do que de saliva, o que
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contrasta com outros trabalhos***>*°. CONRADS et al.*°, em 1996, também
detectaram P. nigrescens em criancas da pré-escola até em adultos jovens
com periodonto normal.

Apesar de ser considerada uma espécie bacteriana
periodontopatogénica, P. nigrescens tem sido encontrada mais
freqientemente na margem gengival e no sulco de sitios periodontalmente
saudaveis®®, ndo demonstrando nenhuma tendéncia ébvia na associacéo
com a condicéo de doenca periodontal®®. E provavel que a colonizacéo por
P. nigrescens possa ocorrer em sitios gengivais saudaveis em idades

1,21,22,24,31

precoces , sendo, portanto, um membro da microbiota fisiolégica da

placa dentaria'®*°.

6.2.5 Avaliacdo da combinacdo de espécies bacterianas

Embora espécies individuais de bactérias tenham sido identificadas
como fatores de risco para destruicdo do tecido periodontal, muitas
infeccbes em bolsas periodontais parecem ser infeccbes mistas. Certas
combinacdes de espécies bacterianas tém sido implicadas na producéo de
potencial patogénico suficiente para causar a progressao da gengivite para a
periodontite em humanos®*. No estudo de TAKEUCHI et al.>®, em 2001, T.
denticola e P. gingivalis foram freqientemente observadas em pacientes
com periodontite crénica e agressiva, achados que corroboram os de outros
estudos clinicos, os quais afirmam que a infec¢do por estas bactérias tem

sido freqiientemente encontrada em bolsas periodontais profundas®®>*.
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Em nosso estudo, nenhuma associacdo positiva entre combinacfes
de bactérias foi encontrada nas duas avaliacdes (2003 e 2004), o que esta

de acordo com os resultados de KIMURA et al.?*

, em 2002, os quais também
nao encontraram associacdo positiva em criancas periodontalmente
saudaveis.

Ademais, ndo houve correlacéo estatistica, em ambas as avaliacdes,
entre a condicdo de inflamacédo gengival (leve ou moderada) e a prevaléncia
de cada uma destas espécies (ou da combinacao de espécies) nas amostras
de saliva, embora um grande nimero de amostras deva ser analisado para
melhor se estabelecer esta correlacdo. Este resultado também foi obtido por
WATANABE e FROMMEL®®, em 1993, os quais, huma avaliacdo inicial em
amostras de placa, observaram uma fraca correlacéo entre medidas de IG e
a presenca de P. gingivalis.

Vale ressaltar, entretanto, que apesar desta auséncia de correlacéo
estatistica significativa entre parametros clinicos referentes a condicdo de
saude periodontal e a freqiiéncia de potenciais microrganismos causadores
de doenca periodontal, um nimero bastante elevado de criancas apresentou
pelo menos uma das quatro espécies bacterianas estudadas (81,3% e
73,3% nas avaliagcbes de 2003 e 2004, respectivamente). Desta forma, é
importante identificar os determinantes da colonizacdo bucal destas
bactérias periodontopatogénicas, uma vez que elas podem persistir na

cavidade bucal de pacientes nao tratados por periodos prolongados,

aumentando o risco de desenvolverem doenca periodontal no futuro.
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7 CONCLUSOES

Com base no que foi exposto e discutido nos capitulos anteriores
deste trabalho, pode-se concluir que:

= A utilizacdo da técnica da PCR e de amostras de saliva parece ser
bastante Util para se verificar a presenca de patdgenos periodontais na
cavidade bucal de criancas em fase de dentadura mista.

= Apesar de a grande maioria das criancas avaliadas em 2003 e
2004 apresentar pelo menos uma bactéria periodontopatogénica na saliva, o
parametro clinico de saude periodontal (IG) mostrou apenas condi¢cdes de
inflamacédo gengival leve ou moderada em ambos os periodos avaliados.

= Uma vez que criancas infectadas por periodontopatdgenos em
idades precoces podem ser mais propicias ao desenvolvimento de
periodontite quando chegarem a adolescéncia ou idade adulta, pode ser
importante para a prevencao e o tratamento da doencga, e ndo apenas para
curiosidade cientifica, detectar microrganismos periodontopatogénicos no

ambiente bucal de criancas o quanto antes possivel.
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Universidade de Sédo Paulo

Faculdade de Odontologia de Bauru
Al Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 — C.P. 73
PABX (0XX14)235-8000 — FAX (0XX14)223-4679

Comits de Etica em Pesquisa

Processo n° 19/2003

Bauru, 27 de junho de 2003

Senhora Professora,

Informamos que apés o envio das informacgdes solicitadas, o
projeto de pesquisa encaminhado a este Comité denominado “Deteccéo de
bactérias periodontopatogénicas na saliva de pacientes em fase de
dentadura mista” de autoria de Vivien Thiemy Sakai, que sera desenvolvido
sob sua orientacido e co-orientacdo do Prof. Dr. Carlos Ferreira dos Santos foi
APROVADO, em reuniao realizada no dia 25 de junho de 2003.

Comunicamos que apds o envio do trabalho concluido, este
Comité enviara o parecer final, que sera utilizado para a publicacdo do
trabalho.

Atenciosamente,
= L
Prof* Dr* Ana Q’ cia Alvardgs Cap@jozza

Coordenado

IIm?* Sr® Prof* Dr* Maria Aparecida de Andrade Moreira Machado
DD. Docente do Departamento de Odontopediatria, Ortodontia e Saude
Coletiva
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Faculdade de Odontologia de Bauru
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CARTA DE INFORMACAO AO PACIENTE 13 via

As informacdes contidas nesta carta sdo referentes a pesquisa de titulo “Deteccao de
bactérias periodontopatogénicas na saliva de criancas em fase de dentadura mista”, a qual
sera realizada pela aluna de mestrado Vivien Thiemy Sakai, sob a orientacdo da Prof2. Dr2.
Maria Aparecida de Andrade Moreira Machado e co-orientagdo do Prof. Dr. Carlos Ferreira
dos Santos.

A referida pesquisa tem como objetivos:
= Verificar na saliva das criancas a presenca de algumas bactérias causadoras de doencas

gue acometem a gengiva.
= Correlacionar a presenca dessas bactérias com a condicdo bucal da crianca, observada
por meio da presenca de placa e de sangramento da gengiva.

O experimento constara das seguintes etapas: entrevista com o0s pais e/ou
responsaveis, coleta de saliva da crianca e exame odontoldgico (clinico e periodontal). A
saliva coletada sera levada ao laboratério para realizacdo de exame gue possam detectar a
presenca de bactérias.

Essa pesquisa fornecera dados importantes com relacdo a presenca de algumas
bactérias causadoras de doencas que acometem a gengiva de criancas com idade entre 6 e 8
anos, cuja deteccao precoce poderd ser um instrumento importante para a prevencdo e
tratamento dessas doencgas.

Os pais e/ou responsaveis terdo a garantia de receber esclarecimento de qualquer
davida sobre os procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a
pesquisa. Qualquer davida ou problema, por favor entrar em contato com um dos
pesquisadores nos telefones 3235-8225 (Clinica de Odontopediatria) ou 3235-8218
(Departamento de Odontopediatria).

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr. (a)

, portador da cédula de
identidade , apo6s leitura minuciosa da CARTA DE
INFORMACAO AO PACIENTE, devidamente explicada pelos profissionais em seus minimos
detalhes, ciente dos servicos e procedimentos aos quais sera submetido, ndo restando
guaisquer davidas a respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO concordando que a crianca
participe da pesquisa proposta.

Fica claro que o paciente ou seu representante legal, pode a qualquer momento
retirar sesu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de participar desta pesquisa
e ciente de que todas as informacfes prestadas tornaram-se confidenciais e guardadas por
forca de sigilo profissional (Art. 9° do Cédigo de Etica Odontologica).

Por estarem de acordo assinam o presente termo.

Bauru-SP, de de

Assinatura do Paciente Vivien Thiemy Sakai
Autora
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ANAMNESE

Nome:

Idade: Data de Nascimento:

Género: M OF

1. Esta sob cuidados médicos?

2. Esta tomando algum medicamento?

3. Tomou algum medicamento nos ultimos 6 meses?

4. Sofreu alguma operacao recentemente?

5. Sente dores nas articulagdes?

6. Tem febres frequentes?

7. Qual foi a dltima vez que foi ao dentista?

8. Ja sentiu a boca dolorida alguma vez?

9. Suas gengivas sangram quando escova os dentes?

10.Ja fez algum tratamento para as gengivas alguma vez?
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Nome:
Género: M OF Idade: Data de Nascimento:

Examinadora:

INDICE GENGIVAL (L6e e Silness)

MAXILA MANDIBULA Critérios para o indice Gengival
16 |12/52 | 64 | 36 | 32/72 | 84 | Média| 0 = Auséncia de inflamac&o (gengiva uniformemente
- rosada)
Vestibular 1 = Inflamagcéo leve (pequena mudanca de cor e
- textura gengivais, sem sangramento a palpagao)
Mesial N .
2 = Inflamag&o moderada (gengiva moderadamente
Lingual avermelhada, vitrea, edemaciada e hipertrofica, com
sangramento a palpagao)
Distal 3 = Inflamag&o severa (gengiva nitidamente
— avermelhada, hipertréfica, com tendéncia ao
Média sangramento espontaneo e presenca de ulceracao)
Nome:
Género: LM [ F Idade: Data de Nascimento:

Examinadora:

INDICE GENGIVAL (L&e e Silness)

MAXILA MANDIBULA Critérios para o indice Gengival
16 |12/52 | 64 | 36 | 32/72 | 84 | Média| 0 = Auséncia de inflamac&o (gengiva uniformemente
- rosada)
Vestibular 1 = Inflamagcéo leve (pequena mudanca de cor e
" textura gengivais, sem sangramento a palpagao)
Mesial N .
2 = Inflamag¢&o moderada (gengiva moderadamente
Lingual avermelhada, vitrea, edemaciada e hipertréfica, com
sangramento a palpacao)
Distal 3 = Inflamac&o severa (gengiva nitidamente
— avermelhada, hipertrofica, com tendéncia ao
Média sangramento espontaneo e presenca de ulceracao)
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De: Jaana Matto <Jaana Matto@uvtt fi>
Para: Carlos Ferreira dos Santos <cebola@usp.br>
Assunto: Re: Information regarding one of your manuscripts
Dear Carlos Santos,

I apologize my very late response to your e-mail. Chelex is not water
soluble and you should perform pipetting by adding a magnetic stirring to
your bottle. I advise you also to test InstaGene matrix system (Bio Rad)
since it is a more advanced version of the practically same protocol as in
our manuscript (it is however more expensive).

Best regards,

Jaana Matto

At 08:26 19.5.2004 -0300, you wrote:

Slear Jaana Matto,

litterest your article "Detection of Porphyromonas gingival
by uzing a simple sample-processing method” (Journal of
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santoes, Ph.D.

=rreira dos Santos
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Farmacclogia e Tutor do FET FOB/USE

Finheireo Brisclla, %-75
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ABSTRACT

To evaluate the prevalence of 4 putative periodontopathic bacteria
(Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Porphyromonas  gingivalis,
Prevotella nigrescens and Treponema denticola), by polymerase chain
reaction (PCR) assay, in saliva of children with mixed dentition, and to
correlate these findings with a clinical parameter of gingival health, the
gingival index (GI). Besides, in order to verify the colonization stability of
these bacteria, all the children were reassessed after a year. Sixty two
(96,9%) and 50 (83,3%) children presented low gingival inflammation,
whereas 2 (3,1%) and 10 (16,7%) had moderate scores in the assessments
performed in 2003 and 2004, respectively. The majority of the patients
(81,3% in the first assessment and 73,3% in the second one) had detectable
levels of at least one of the studied microorganisms. The prevalence found in
this population was of 4,7% and 1,7% for A. actinomycetemcomitans, 6,3%
and 8,3% for P. gingivalis, 23,4% and 48,3% for P. nigrescens, and 71,9%
and 50% for T. denticola in 2003 and 2004, respectively. No significant
relationship between the Gl and the presence of these bacteria and the
combination of different bacterial species was found. Despite the low values
of Gl, a high percentage of patients in this study harbored at least one
putative periodontopathic bacteria in saliva in early age in both periods
assessed. Therefore, preventive measures should be stressed to these
patients in order to avoid the establishment and the development of

periodontal disease in the future.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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