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RESUMO

DO SOUTO, Renata Martins. Prevaléncia de bactérias patogénicas “ndo-orais” em amostras
de biofilme subgengival e saliva de pacientes com periodontite ou saide periodontal. Rio de
Janeiro, 2007. Tese (Doutorado em Ciéncias — Microbiologia) — Instituto de Microbiologia
Prof. Paulo de Gées, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2007.

Apesar da extensa literatura sobre a associacdo de bactérias e infeccdes orais
com doengas sist€micas, pouco € sabido sobre o papel da cavidade oral como um reservatdrio
de bactérias patog€nicas. O objetivo do presente estudo foi determinar a prevaléncia de
bactérias patogénicas de importancia médica como: Acinetobacter baumannii, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis na cavidade oral de pacientes com periodontite ou saide
periodontal, utilizando as técnicas do “Checkerboard DNA-DNA hybridization”, PCR e
cultura. Amostras de saliva e/ou biofilme subgengival foram obtidas de individuos com satde
periodontal e de pacientes com periodontite. A prevaléncia (% de sitios colonizados) e os
niveis (ndmero de células bacterianas) de cada espécie bacteriana foram computados para
cada sitio, paciente e dentro de cada grupo. Diferengas clinicas e microbioldgicas entre os
grupos foram avaliadas através dos testes de Mann-Whitney, Qui-quadrado e exato de
Fischer. A espécie que predominou nas amostras analisadas pelo checkerboard foi E. faecalis
(29,3%). A espécie bacteriana encontrada em maior nivel foi P. aeruginosa (3,15 X 10*
células). Individuos com periodontite apresentaram % e niveis significantemente mais
elevados de A. baumannii, P. aeruginosa, E. coli, E. faecalis e S. aureus em relagdo ao grupo
controle. Pela andlise de PCR, a espécie bacteriana mais prevalente em todas as amostras
avaliadas de todos os individuos foi a P. aeruginosa (32%). As espécies H. pylori e E.
faecalis foram detectadas em 23,4% e 30% do total de amostras, respectivamente. Todas as 3
espécies avaliadas foram detectadas em maior freqiiéncia nas amostras de individuos com
periodontite (p< 0,01). As mais prevalentes no biofilme subgengival foram P. aeruginosa
(52.2 £ 50%) e H. pylori (50 £ 46%), e na saliva foram mais prevalentes P. aeruginosa
(49.7%) e E. faecalis (40.5%). Sinais clinicos de doenca periodontal tais como: PBS, NCI,
SAS e BS apresentaram uma correlacdo positiva com todas as espécies analisadas. Para a
deteccdo de espécies de Staphylococcus, a metodologia de cultura foi utilizada. A grande
maioria dos isolados dos pacientes estudados tanto no grupo de pacientes com periodontite
como no grupo controle foi S. epidermidis (75% e 69,2%, respectivamente). A espécie S.
aureus foi detectada em 20,8% das amostras bacterianas isoladas de pacientes com
periodontite e em 7,7% dos pacientes com satude periodontal. Nao houve diferenca
estatisticamente significante para essas duas espécies entre os dois grupos Das espécies
isoladas de S. aureus, 20% carreavam o gene mecA, enquanto 11,1% dos isolados de S.
epidermidis carreavam o gene mecA. Bactérias patogénicas ‘“ndo-orais” sdo detectadas em
grande prevaléncia em biofilme subgengival e saliva de pacientes com periodontite, o que
sugere que a doenca periodontal pode favorecer a colonizagdo por essas espécies. Mais
atencdo deve ser dada a esses pacientes com relagdo a prevencdo do desenvolvimento de
infecgdes em outros sitios do organismo.

Palavras-chave:Bactérias patogénicas, periodontite, checkerboard, PCR, saliva e biofilme
subgengival
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ABSTRACT

DO SOUTO, Renata Martins. Prevalence of non-oral pathogenic bacteria in subgingival and
saliva of patients with periodontitis or periodontal health. Rio de Janeiro, 2007. Thesis
(Doctor in Sciences - Microbiology) — Institute of Microbiology Prof. Paulo de Gées, Federal
University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2007.

The oral cavity may act as a reservoir for several pathogens related to systemic
infections. Therefore, the purpose of this study was to determine the prevalence and levels of
pathogenic bacteria including Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis in the oral cavity of periodontitis or periodontally healthy
subjects using the techniques of checkerboard DNA-DNA hybridization, PCR and culture.
Saliva and subgingival biofilm were obtained from periodontally healthy and periodontitis
patients. The prevalence (% of sites colonized) and levels (counts) of each species were
computed for each site, patient and group. Significance of differences in clinical and
microbiological parameters among groups were examinated using the Mann-Whitney, x2 and
Fischer’s exact tests. The predominant species in all samples by the checkerboard technique
was E. faecalis (29.3%). The species detected in the highest level was P. aeruginosa (3.15 X
10* cells). Periodontitis patients presented significantly higher prevalence and levels of A.
baumannii, P. aeruginosa, E. coli, E. faecalis and S. aureus than periodontally health
subjects. Using the PCR technique, the most prevalent species in all samples analysed was P.
aeruginosa (32%). The species H. pylori and E. faecalis were detected in 23.4% and 30%,
respectivelly. All 3 species were detected in greater frequency in the samples from patients
with periodontitis (p< 0.01). The most frequent species in subgingival biofilms were P.
aeruginosa (52.2 = 50%) and H. pylori (50 = 46%), and in saliva samples were P. aeruginosa
(49.7%) and E. faecalis (40.5%). Clinical signs of disease such as PD, BOP, CAL and SB
presented a positive correlation with all the species. For detection of Staphylococcus species,
culture was used. The majority of the isolates recovered in both, periodontitis and periodontal
health groups, were S. epidermidis (75% and 69,2%, respectivelly). S. aureus was detected in
20.8% of the isolates from patients with periodontitis and in 7,7% from healthy individuals.
No significant differences between groups were found for these species. From the total of S.
aureus isolated, 20% carried the mecA gene, whereas 11.1% of S. epidermidis isolates carried
the mecA gene. All the species were detected in greater prevalence in subgingival biofilm and
saliva of patients with periodontitis in comparison to the periodontally healthy group. In
conclusion, “non-oral” pathogenic bacteria are detected in high prevalence and levels in
subgingival biofilm and saliva of periodontitis patients, suggesting that periodontal infection
may favor the colonization by this species. Close attention should be given to these patients
regarding the risk for development of infection in other sites of the body.

Key-words:”Non-oral” pathogenic bacteria, periodontitis, checkerboard, PCR, saliva and
subgingival biofilm.
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1. INTRODUCAO

1.1. Ecologia da Cavidade Oral

A cavidade oral humana € colonizada por uma grande variedade de microorganismos.
Cerca de mais de 700 espécies de bactérias podem ser detectadas ou isoladas do biofilme
dental, mucosa oral e saliva (PASTER, BARTOSZYK & DEWHRIST, 1998; PASTER,
BOCHES & GALVIN, 2001). Dessas, cerca de 400 espécies representam microorganismos
desconhecidos ainda nao cultivaveis (PASTER, OLSEN & DEWHIRST, 2006).

O ambiente oral apresenta condicdes varidveis de tensdo de oxigénio, disponibilidade
de nutrientes e de estruturas anatdmicas que se apresentam tanto com o aspecto amolecido das
mucosas como com a consisténcia rigida dos dentes (MORRIS, 1979). Essa grande
diversidade de determinantes ecoldgicos leva a condi¢des favordveis as exigéncias nutritivas,
respiratorias e de aderéncia necessdrias a colonizacdio de um grande numero de
microorganismos nesse ecossistema. As diferentes dreas da cavidade oral humana permitem a
instalacdo de verdadeiros habitats ecoldgicos microbianos na mucosa da bochecha, no dorso
da lingua, sulco gengival e superficie corondria dos dentes (MAGER et al., 2003). A mucosa
da bochecha favorece a implantacdo de microorganismos predominantemente anaerdbios
facultativos. O sulco gengival, onde hé baixa tensdo de oxigénio e a presenca de um exsudato
rico em substancias nutritivas provenientes do fluido gengival, revela-se como ambiente ideal
para populacdes de microorganismos principalmente anaerdbios estritos e proteoliticos.
Outrossim, a superficie das coroas dentdrias, constantemente expostas a saliva e dieta do

hospedeiro, apresenta condigdes ecoldgicas que, inicialmente, favorecem a colonizacdo de
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bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas e, posteriormente, de algumas espécies de
bactérias anaerdbias estritas, bem como espécies sacaroliticas (BOWDEN, ELWOOD &
HAMILTON, 1979).

Os microorganismos freqiientemente encontrados na cavidade oral apresentam grande
potencial patogénico, podendo estar em antibiose ou simbiose com o hospedeiro humano,
caracterizando, através desse comportamento, uma relacio de anfibiose (ROSEBURY, 1966).
Essa microbiota anfibiontica é responsdvel pela natureza enddgena das infeccdes orais
(ROSEBURY, 1966). Além disso, essas espécies também podem causar infecgdes em outros
sitios anatdmicos em determinadas situagdes. Por exemplo, espécies de estreptococos orais
convivem normalmente em equilibrio com o hospedeiro. No entanto, em alguns individuos
esses microorganismos também podem colonizar vdlvulas cardiacas através da sua
dissemina¢do pela corrente sangiiinea, levando a endocardite bacteriana (DESHPANDE,

KHAN & GENCO, 1998).

1.2. Infec¢do Oral Focal

Um grande nimero de estudos epidemiolégicos tem sugerido que a infecgdo oral,
especialmente a doenga periodontal, pode ser um fator de risco para doengas sist€micas, tais
como as doencas cardiovasculares e respiratdrias (LI et al., 2000).

A teoria da infec¢do focal, sustentada durante os séculos 19 e 20, definia que o foco de
uma sepse era responsdvel pelo inicio e progressdo de uma variedade de doengas
inflamatérias como a artrite, dlcera péptica e apendicite (SCANNAPIECO, 1998). O recente
progresso na classificacdo e identificacdo da microbiota associada a doencas orais distintas
tem reaberto caminhos para o reconhecimento da importancia da infec¢éo oral focal (LI et al.,
2000). Tem se tornado cada vez mais claro que a cavidade oral pode atuar como um

reservatério para a disseminagdo de microorganismos patogénicos para sitios distantes do
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organismo, especialmente em hospedeiros imunocomprometidos, como pacientes diabéticos,
pacientes com artrite reumatéide, infectados pelo HIV ou sendo submetidos a tratamento
imunossupressor. Além disso, os microorganismos que colonizam a cavidade oral formam
biofilmes especificos, os quais ndo s6 podem abrigar diversas espécies patogénicas, como
também conferem a essas e outras espécies ndo patog€nicas uma maior resisténcia aos

antimicrobianos (COSTERTON et al., 1995).

1.3. Relacdo da Doenca Periodontal e Doencas Sistémicas

Doengas periodontais sdo infec¢des de origem bacteriana que induzem uma resposta
inflamatéria no hospedeiro, levando eventualmente a destruicdo do periodonto e perda
dentéria (LOE et al., 1986; LINDHE et al., 1989; ALBANDAR, 1990; PAGE et al., 2000). O
termo doenca periodontal descreve uma diversidade de entidades clinicas distintas que afetam
o periodonto, incluindo a gengiva, a inser¢do conjuntiva, o ligamento periodontal, o cemento
radicular e o osso alveolar de suporte (Figura 1A) (pagina 38) (ARMITAGE, 1999). A
periodontite ocorre pela extensdo da inflamacdo no interior de estruturas mais profundas do
periodonto, e suas caracteristicas clinicas usuais sdo: formacgdo de bolsa periodontal, perda
ossea e mobilidade dentaria (Figura 1B) (pagina 38). A bolsa periodontal € um sulco gengival
aprofundado patologicamente e ocorre pela migracdo apical do epitélio juncional ao longo da
raiz dentaria (PAGE et al., 2000). As bolsas profundas causadas pelo processo infeccioso da
doenca periodontal podem servir de reservatorio ndo sé para bactérias periodontopatogénicas,
mas também para bactérias ndo-orais patogé€nicas que podem, eventualmente, colonizar a
cavidade oral. A proximidade anatdmica da microbiota presente na bolsa periodontal com a
microcirculacdo sangiiinea gengival pode facilitar a bacteremia e a disseminag@o sistémica de
espécies bacterianas e seus produtos, bem como imunocomplexos para outros 6rgdos do

organismo (LI ez al., 2000).
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Estudos microbioldgicos das infecgdes periodontais t€ém demonstrado que um pequeno
subgrupo de microorganismos do biofilme dental supra e subgengival estd associado a
etiologia dessas doencas (HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994; SOCRANSKY &
HAFFAIJEE, 2005). Nas diversas formas de infec¢des periodontais, a composi¢do da
microbiota subgengival pode variar com a profundidade da bolsa e com a gravidade da
doenca, bem como entre individuos ou mesmo entre sitios periodontais num mesmo individuo
(HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994). Dentre as principais espécies consideradas como
patégenos periodontais destacam-se Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia,
Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (anteriormente  denominado
Actinobacillus actinomycetemcomitans) (SLOTS & RAMS, 1992; SOCRANSKY &
HAFFAIJEE, 1992; ASIKAINEN & ALALUUSUA, 1993; HAFFAJEE & SOCRANSKY,
1994; MOORE & MOORE, 1994; SOCRANSKY & HAFFAIJEE, 2005). Outras evidéncias
tém sugerido que as periodontites podem representar infecgdes mistas causadas por grupos
especificos de microorganismos (SOCRANSKY et al,, 1998). Mais recentemente, estudos
utilizando técnicas moleculares t€m associado diversos outros microorganismos a uma
possivel etiologia para diferentes formas de doenca periodontal (KUMAR et al., 2003). Entre
estes, destacam-se espécies da microbiota intestinal, meio ambiente, espécies associadas a
infecgdes hospitalares, e até mesmo alguns virus (CONTRERAS, NOWZARI & SLOTS,
2000). Entretanto, o verdadeiro papel desses microorganismos na patogenia das infecgdes
periodontais, bem como as inter-relagdes dessas espécies com membros residentes da
microbiota oral normal ndo estdo determinados. Por outro lado, infec¢des periodontais
também podem aumentar a suscetibilidade de um individuo a outras doencas. Page (1988)
propds que a doenca periodontal pode afetar a susceptibilidade do hospedeiro a doengas

sistémicas de trés maneiras: através de fatores de risco relacionados, através do biofilme
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subgengival que funciona como reservatério de bactérias Gram-negativas (e até de outras
espécies patog€nicas ndo-orais), e da presenca de mediadores inflamatdérios no local da

infecgdo.
1.4. Doencas Sistémicas Associadas com Infeccoes Orais

A endocardite infecciosa é uma infec¢do bacteriana das valvulas ou do endotélio do
coragdo que ocorre devido ao alojamento de bactérias circulantes da corrente sangiiinea nas
valvulas cardfacas. E uma condi¢do sist€mica séria e, as vezes fatal, que durante décadas tem
sido associada a doencas orais e procedimentos dentarios (LACASSIN et al., 1995;
DRANGSHOLT, 1998). Virios outros trabalhos utilizando modelos animais mostraram
histologicamente que bactérias orais provenientes de procedimentos de extracdo dentdria
podem levar a endocardite sob condi¢des experimentais (DURACK, BEESON &
PETERSDORF, 1973; OVERHOLSER, MIREILLON & GLAUSER, 1987). Drangsholt
(1998) relatou que 8% de todos os casos de endocardite infecciosa estdo associados com
doencas orais, principalmente com a doenca periodontal. De todos os casos de endocardite
infecciosa, mais de 80% sdo adquiridos na comunidade, sendo o microorganismo associado
normalmente a um membro da microbiota indigena do hospedeiro. Este mesmo autor propds
um novo modelo de associacdo das doengas orais com a endocardite infecciosa, o qual
envolve a bacteremia persistente de longa duracdo e a bacteremia de curta duragdo. A
bacteremia persistente originada a partir da placa dental, doencas orais ou procedimentos
dentdrios provocaria um dano inicial na superficie endotelial das vdlvulas cardiacas, o que
promoveria um espessamento dessas vdlvulas, facilitando a aderéncia e colonizagdo

bacteriana, resultando em uma infec¢ao fulminante.

Apesar da endocardite ser uma das infec¢des sistémicas relacionadas & microbiota oral
mais extensivamente estudada, muitas outras desordens tém sido associadas as doengas orais.

Doencas cardiovasculares, tais como arteroesclerose e infarto do miocardio, ocorrem como o
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resultado da presenca de fatores genéticos e/ou fatores ambientais, tais como idade,
obesidade, hipertensao, diabetes, status socio-econdmico, estresse, dieta, atividade fisica e
fumo (HERZBERG & MEYER, 1996; 1998). Ademais, evidéncias t€m suportado uma
associacdo entre infeccdo cronica e inflamacido com doenga cardiovascular (RIDCKER et al.,
1997). Dessa forma, a doengca periodontal pode predispor individuos a doencas
cardiovasculares devido a abundincia de bactérias Gram-negativas envolvidas na sua
etiologia, ao elevado nivel de citocinas pré-inflamatorias, a resposta imune exacerbada e ao
infiltrado inflamatdrio persistente (SEYMOUR et al., 2003). Existem varios mecanismos
propostos pelos quais a doenga periodontal pode levar a doenca cardiovascular, incluindo
efeitos diretos e indiretos das bactérias orais. Evidéncias indicam que bactérias orais, como o
Streptococcus sanguinis (que é uma das espécies microbianas mais prevalentes no biofilme
dental e a mais freqiientemente associada a bacteremias de origem bucal), e P. gingivalis
induzem agregacdo de plaquetas, o que pode resultar em formagdo de trombo (HERZBERG
& MEYER, 1996). Quando o S. sanguinis € injetado via intravenosa em coelhos, uma série de
eventos que simulam um ataque cardiaco (trombocitopenia, traquipnéia, alteracdes na pressao
arterial e nos batimentos cardiacos) ocorrem. Além disso, um ou mais patégenos periodontais
tém sido encontrados com relativa freqiiéncia em placas de ateromas de pacientes com
periodontite avancada (DORN, DUNN & PROGULSKE, 1999; HARASZTHY et al., 2000).
Em outro estudo, Deshpande, Khan e Genco (1998) demonstraram que P. gingivalis pode
aderir e invadir ativamente células endoteliais do coracdo de bovinos, células endoteliais
adrticas bovinas e células endoteliais de veias umbilicais de humanos. Outros agentes
infecciosos, incluindo Helicobacter pylori e citomegalovirus também tém sido encontrados

em placas ateromatosas (KUVIN & KIMMELSTIEL, 1999).

Infeccdes respiratérias resultantes da aspiracdo de saliva, principalmente em pacientes

hospitalizados ou debilitados, sdo eventos relativamente comuns. A pneumonia € uma
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infec¢do do parénquima pulmonar causada por uma variedade de agentes infecciosos, como
bactérias, fungos, parasitas e virus. Acomete principalmente idosos e pacientes
imunocomprometidos e € uma das principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes
de todas as idades (SCANNAPIECO & MYLOTTE, 1996). Os microorganismos podem
infectar o trato respiratério baixo por quatro possiveis caminhos: aspiracdo de conteido da
orofaringe (MERGRAN & CHOW, 1986), inalacio de aerosséis infectados (TOEWS, 1986),
disseminagcdo de infeccdo de sitios adjacentes (LEVISON, 1994) e disseminagdo via
hematogénica de sitios de infeccdo nao pulmonar (FIDDIAN-GREEN & BACKER, 1991).
Freqiientemente, a pneumonia bacteriana resulta da aspiracdo da microbiota da orofaringe
para o trato respiratdrio baixo, associada ao fracasso dos mecanismos de defesa do hospedeiro
para elimind-la, multiplicacdo de microorganismos e subseqiiente destruicdo tecidual
(BONTEN et al. 1994). E provivel que a maioria dos patégenos colonize inicialmente a
superficie da cavidade oral ou a mucosa da faringe antes da aspiragdo (BONTEN et al. 1994).
Espécies capazes de causar infec¢des respiratérias, tais como Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp e Candida albicans
sao normalmente encontradas em amostras da cavidade oral e secrecdes naso-faringeanas.
Membros da microbiota oral normal ou patogénica também podem ser aspirados, levando a
um quadro de pneumonia (SCANNAPIECO & MYLOTTE, 1996). A placa dentaria
subgengival, especialmente em pacientes com doenca periodontal, apresenta uma grande
proporcdo de bactérias anaerébias que podem levar a pneumonia. Dentre as espécies orais
freqiientemente implicadas na pneumonia infecciosa estdo A. actinomycetemcomitans
(YUAN, LUH & YANG, 1994), Actinomyces israelii (MORRIS & SEWELL, 1994),
Capnocytophaga spp. (LORENZ & WEISS, 1994), Eikenella corrodens (JOSHI, O’BRIAN
& APPELBAUN, 1991), P. intermedia e Streptococcus constellatus (SHINZATO & SAITO,

1994).
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1.5. Transmissao e Disseminacdo de Patogenos da Cavidade Oral

A incidéncia de bacteremias seguidas de procedimentos odontoldgicos, tais como
extragdo dentdria, tratamento endoddntico e cirurgia periodontal, tem sido muito bem
documentada (DRINNAN & GOGAN, 1990; LOFTHUS et al., 1991; BONTEN et al., 1994;
DEBELIAN, OLBEN & TRONSTAT, 1995; NAVAZESH & MULLIGAN, 1995). Heimdahl
e colaboradores (1990) demonstraram a presenga bacteriana em 100% das amostras de sangue
de pacientes submetidos & extracdo dentdria, e em 20% das amostras de pacientes apds
tratamento endodontico. Outros estudos tém demonstrado a ocorréncia de bacteremias apds
procedimentos odontoldgicos ndo invasivos, como sondagem periodontal (DALY, 1999),
profilaxias (ROBERTS, 1997), e até mesmo na auséncia de procedimentos odontoldgicos
(BAYLISS, 1983), tais como mastigagdo ou escovagdo dental caseira (HERZBERG &
MEYER, 1998). A disseminacdo de microorganismos da cavidade oral através da corrente
sanguinea € um evento comum. Em menos de um minuto apds um procedimento oral,

microorganismos de sitios infectados podem alcancgar o coragdo, pulmdes e vasos sangiiineos

periféricos (KILIAN, 1982).

Trés mecanismos que correlacionam microorganismos da cavidade oral a efeitos
sistémicos secundarios tém sido propostos (THODEN VAN VELZEN, ABRAHAM-INPIJIN
& MOORER, 1984; OVERHOLSER, MOREILLON & GLAUSER, 1987; OKUDA &
EBIHARA, 1998). Estes incluem disseminacdo metasttica da infeccdo como um resultado de
uma bacteremia transitéria, dano metastatico resultante de efeitos de toxinas bacterianas orais
circulantes, e inflamacdo metastitica causada por dano imunoldgico induzido por
microorganismos orais (Tabela 1) (pagina 59).

Infeccdo metastatica: Como discutido anteriormente, as infec¢des orais e o0s

procedimentos dentdrios podem causar bacteremia transitéria. Os microorganismos que
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ganham a corrente sangiiinea e circulam por todo o organismo sdao normalmente eliminados
pelo sistema reticuloendotelial dentro de minutos, ndo acarretando nenhum sintoma clinico
(KILIAN, 1982; THODEN VAN VELZEN, ABRAHAN-INJIPIN & MOORER, 1984). No
entanto, se os microorganismos disseminados encontrarem condi¢des favoraveis, podem entio
colonizar um sitio qualquer, induzindo uma série de alteragdes bioldgicas no local.

Dano metastatico: Algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas possuem a
habilidade de produzir proteinas soliveis, ou exotoxinas, que incluem enzimas citoliticas e
toxinas diméricas com subunidades A e B. As exotoxinas possuem agdes farmacoldgicas
especificas e sdo consideradas “o veneno mais poderoso e letal conhecido” (HAMMOND,
1992). A endotoxina € um LPS que, quando introduzido no hospedeiro pode dar origem a um
grande nimero de manifestacdes patoldgicas. O LPS é continuamente liberado por bactérias
periodontopatogénicas Gram-negativas durante seu crescimento in vivo (MC GHEE, 1982).

Inflamacao Metastatica: Antigenos bacterianos soltveis podem ter acesso a corrente
sangiiinea, reagir com anticorpos circulantes especificos e formar complexos
macromoleculares. Estes imunocomplexos podem, entdo, se depositar em determinados sitios
do organismo e dar origem a uma variedade de reacdes inflamatdrias agudas e cronicas nesses
locais, levando ao dano tecidual (THODEN VAN VELZEN, ABRAHAN-INJIPIN &

MOORER, 1984; VAN DYKE et al., 1986).

1.6. Cavidade Oral: Reservatdrio de Bactérias Patogé€nicas?

Tem sido crescente o interesse na busca de espécies oportunistas na cavidade oral, pois
microorganismos que crescem em biofilme, como o biofilme dental, tendem a ser menos
susceptiveis a acdo dos antimicrobianos e ao sistema imune, o que pode levar a sérias
implicagdes clinicas, como a criacdo de um foco de infec¢do, re-infeccdo e insucesso

terapéutico (SMITH, JACKSON & BAGG, 2001).
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Colombo e colaboradores (2002) avaliaram a presenca e os niveis de uma grande
variedade de espécies bacterianas em amostras de biofilme subgengival de individuos com
periodontite cronica provenientes de uma populacdo urbana brasileira. Um aspecto
importante identificado foi a elevada prevaléncia de espécies ndo comumente encontradas na
microbiota subgengival, tais como Acinetobacter baumannii (20%), Bartonella sp. (50%),
Escherichia coli (27%), Enterococcus faecalis (37%) e P. aeruginosa (20%). Mais
recentemente, 0 mesmo grupo de pesquisadores reportou que as espécies Corynebacterium
diphteriae, E. faecalis, Staphylococcus aureus, A. baumannii e Streptococcus pyogenes
foram detectadas em altos niveis e freqiiéncia em amostras de biofilme subgengival de
pacientes com periodontite, inclusive de sitios com satide periodontal (SOUTO et al., 2006).
Resultados semelhantes foram encontrados por Slots e colaboradores (1991) que relataram
uma prevaléncia de 23% de entéricos e espécies de Acinetobacter na microbiota subgengival
de pacientes com periodontite na Reptblica Dominicana. Ali e colaboradores (1996)
observaram uma prevaléncia de 61,1% de entéricos na microbiota de pacientes com doenga
periodontal em uma populacido na Roménia.

As espécies bacterianas P. aeruginosa e A. baumannii sdo conhecidas como
importantes agentes infecciosos da fibrose cistica e infecgdes hospitalares, respectivamente.
Sdo comumente encontradas no meio ambiente e em diferentes sitios do organismo humano.
No ambiente oral, porém, elas tém sido associadas a periodontite refrataria (SLOTS, FEIK &
RAMS, 1990; RAMS, BABALOLA & SLOTS, 1990; COLOMBO et al., 1998),
provavelmente devido a sua alta resisténcia a antimicrobianos. Acinetobacter spp. t€m sido
responsaveis por vdarios surtos de infecgdes nosocomiais em diferentes regides do mundo,
sendo estas infeccdes de dificil controle e tratamento. P. aeruginosa é capaz de resistir apds o
debridamento e cirurgia periodontais (SLOTS, FEIK & RAMS, 1990). Esta espécie tem sido

encontrada em alta prevaléncia no biofilme dental de individuos idosos e/ou hospitalizados,
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principalmente em pacientes com higiene oral deficiente (SCANNAPIECO, 1998). Este fato
tem sido associado a um maior risco de desenvolvimento de infec¢des respiratérias em
pacientes submetidos a anestesia endotraqueal e ventilacdo mecanica devido a aspiracdo de
saliva contendo niveis elevados desses patogenos (SCANNAPIECO & MYLOTTE, 1996).

Em um artigo de revisdo, Smith, Jackson e Bagg (2001) reportaram que o S. aureus
tem sido isolado tanto de biofilme dental supragengival (GIBBONS et al., 1964; THEILADE
et al., 1983; PIOCHI & ZELANT, 1995) como de biofilme subgengival (GIBBONS et al.,
1963; SANCHEZ-CORDERO, HOFFMANN & STALL, 1979; MOORE, HOLDEMAN &
CATO, 1985; RAMS, BABALOLA & SLOTS, 1990; HELOVUO, HAKKANAIREN &
PAUNIO, 1993; DAHLEN & WIKSTROM, 1995; KAMMA, NAKOU & BAEHNI, 1999),
sugerindo que este microorganismo faz parte da microbiota normal da cavidade oral. Com
isso, a prevencdo da transmissao horizontal de S. aureus tem se tornado bastante importante,
jd que a prevaléncia deste patdégeno € crescente. Outros autores demonstraram que a
prevaléncia de espécies do género Staphylococcus na cavidade oral tem variado de 94% a
100% em adultos saudaveis (PERCIVAL, CHALLACOMBE & MARSH, 1991; KIM, YOU
& KIM, 1995; JACKSON et al., 1999). Um outro estudo realizado por Miyake e
colaboradores (1991) concluiu que 19% dos isolados de S. aureus obtidos de cavidade oral
produziam toxina exfoliativa e 40% produziam enterotoxinas. O carreamento oral de S.
aureus meticilina-resistente (MRSA) também tem sido bem documentado (MARTIN &
HARDY, 1991; ROUSSEAU, 1991; OWEN, 1994; TAWARA, HONMA & NAITO, 1996;
ROSSI et al., 1997), o que pode implicar em re-colonizagdo para outros sitios do organismo
ou infeccdo cruzada para outros individuos.

Outro patégeno também associado a resisténcia a antimicrobianos é o E. faecalis. Os
Enterococcus sdo microorganismos comensais que habitam os tratos gastrointestinal e

vaginal, além da cavidade oral JETT, HUYCKE & GILMORE, 1994). Essas espécies sdo
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consideradas a quarta principal causa de infeccdes nosocomiais, e causam infecc¢des
oportunistas em individuos com doengas graves e imunocomprometidos (ELSNER et al.,
2000). Devido a resisténcia a varios antibidticos, como penicilinas, aminoglicosideos e
atualmente vancomicina, infecgdes causadas por esse microorganismo sdo muito dificeis de
serem tratadas (ELSNER et al., 2000). E. faecalis também tem sido isolada de pacientes com
periodontites (RAMS et al., 1992) e de infec¢des endoddnticas (SIQUEIRA et al., 2002).
Nesse ultimo caso, esta espécie estd associada ao insucesso no tratamento endodontico e
persisténcia da infeccdo (ROCAS, SIQUEIRA & SANTOS, 2004).

O biofilme dental e a saliva também tém sido implicados como possiveis fontes de H.
pylori. Este microorganismo estd associado a gastrite cronica e tulcera duodenal, sendo
considerado um fator de risco para o cancer de estdmago. Cerca de 50% da populacdo
mundial apresenta infecc@o por este microorganismo (DIXON, 1991; GENTA, HAMMER &
GRAHAM, 1993; CAMMAROTA et al., 1996). Sua transmiss@o pode se dar por via oral
e/ou fecal (KELLY et al., 1994; MADINIER, FOSSE & MONTEIL, 1997; DOWSET et al.,
1999). A infeccao pelo H. pylori tem uma boa resposta terapéutica a antimicrobianos, sendo a
taxa de erradicacdo desta espécie entre 80-90%. Entretanto, re-infeccdo do estdmago pode
ocorrer apds tratamento, sendo que o H. pylori isolado do biofilme dental e da bidpsia
gastrica podem ser do mesmo clone (MAPSTONE ez al., 1993; MIYABAIASHI et al., 2000;
OKUDA et al., 2003). Uma grande variabilidade na prevaléncia desta espécie na cavidade
oral (0-90%) tem sido reportada em diferentes populagdes (CAMMAROTA et al., 1996;
MIYABAIASHI et al., 2000; SONG et al., 2000; AVCU et al., 2001; UMEDA et al., 2003).
H. pylori tem sido detectado em saliva, biofilme supragengival, biofilme subgengival e dorso
da lingua (MAPSTONE et al., 1993; CAMMAROTA et al., 1996; OSHOWO et al., 1998;
SONG et al., 2000, AVCU et al., 2001; GEBARA et al., 2004). Alguns pesquisadores t€m

questionado se a presenca de H. pylori na cavidade oral poderia ser uma fonte de re-infeccao
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desta espécie no estdbmago apOs tratamento. Logo, a detecgcdo deste patdgeno na cavidade
oral, principalmente de individuos portadores de infec¢des como periodontites € de grande
importancia na prevencdo, tratamento e progndstico desta infeccdo géstrica.
(MIYABAYASHI et al., 2000).

Além da detec¢io de espécies reconhecidas, Paster, Olsen e Dewhrist (2006)
reportaram uma alta prevaléncia de espécies ainda ndo identificadas e/ou néo cultivaveis em
um grande nimero de amostras de biofilmes orais. Outros estudos microbioldgicos sobre a
composicdo do biofilme dental t&ém detectado a presenca de virus, principalmente da familia
herpesviridae (CONTRERAS, NOWZARI & SLOTS, 2000; CONTRERAS & SLOTS 2001;
KAMMA, CONTRERAS & SLOTS, 2001). Esses dados da literatura sugerem que a grande
complexidade do ambiente oral e do biofilme dental favorece o estabelecimento dessas
espécies patogé€nicas, que normalmente nio sdo consideradas membros da microbiota oral
anfibidntica. Essa complexidade parece ser ainda maior em condi¢des de doenca oral, como
nas periodontites. Além disso, é provavel que essas espécies patogénicas desenvolvam
relacdes sinergisticas ou antagonistas com bactérias orais, como observado para H. pylori e
F. nucleatum, Fusobacterium periodonticum e P. gingivalis (ISHIHARA, MIURA &
KIMIKUZA, 1997), e em co-infec¢des de herpesvirus com T. forsythia elou P. gingivalis
(KAMMA, CONTRERAS & SLOTS, 2001) em sitios com lesdo periodontal. O papel dessas
espécies ndo orais na patogénese da doenga periodontal ndo € totalmente compreendido.
Entretanto, estes dados sugerem que bolsas periodontais podem funcionar como verdadeiros
reservatdrios e focos de infecgdo dessas espécies que podem se disseminar para outras partes
do organismo humano. Esse fendmeno se torna um fato preocupante quando essas espécies
sdo resistentes a varios antimicrobianos. A presenca desses patégenos na cavidade oral pode
levar a transmissdo de genes de resisténcia para espécies periodontopatogé€nicas, o que

poderia resultar em conseqii€ncias drédsticas para o tratamento da doenca periodontal. Mais
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alarmante seria para a clinica médica se o paciente carreador dessas espécies superinfectantes
fosse submetido a qualquer procedimento cirdrgico envolvendo ambiente hospitalar, ou
desenvolvesse um quadro qualquer de imunossupressdo grave. Nessas situacdes, este
individuo estaria mais susceptivel a desenvolver infec¢des oportunistas, geralmente de dificil
tratamento em diferentes partes do organismo ocasionadas por esses patdgenos provenientes

da cavidade oral.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como principal objetivo fazer um levantamento epidemiolégico
da ocorréncia de microorganismos patogé€nicos de importancia médica na microbiota oral
de individuos de uma amostra da populacdo brasileira com diferentes condi¢des clinicas

periodontais.

Para a realizacdo desta proposta, quatro objetivos especificos foram

determinados:

¢ Determinar a prevaléncia das espécies bacterianas A. baumannii, E. coli, E. faecalis, P.
aeruginosa e S. aureus em amostras de biofilme subgengival de individuos com satude
periodontal ou periodontite, através de hibridizagdo com sondas gendmicas de DNA e o

método do Checkerboard;

% Determinar a prevaléncia das espécies bacterianas E. faecalis, H. pylori e P. aeruginosa
em amostras de biofilme subgengival e saliva de individuos com satde periodontal ou

periodontite, através da metodologia de PCR.

®
%

Isolar espécies de S. aureus e Staphylococcus coagulase-negativo em amostras de biofilme
subgengival e saliva de individuos com saude periodontal ou periodontite e pesquisar a

presenca do gene mecA pela metodologia de PCR;
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R/

+ Correlacionar a prevaléncia dessas espécies com os parametros demogréficos e clinicos

periodontais da populacdo estudada.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Selecao dos individuos

A populagdo alvo do estudo incluiu uma amostra de conveniéncia de 574
individuos, sendo 463 com periodontite e 111 com sauide periodontal. Dos 463 pacientes com
periodontite, amostras de 269 pacientes foram analisadas através da metodologia do
checkerboard, amostras de 169 pacientes foram analisadas através do PCR e amostras de 25
pacientes foram destinadas a cultura. Dos 111 individuos controles, amostras de 42 individuos
foram analisadas através da metodologia do checkerboard, amostras de 56 individuos foram
analisadas através do PCR, e 13 analisadas pela cultura. Os individuos com doenga
periodontal foram selecionados do Departamento de Clinica da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). O grupo controle incluiu individuos
voluntdrios do mesmo departamento e do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées da
UFRJ. A fim de participarem do estudo, todos os pacientes e voluntdrios foram informados
sobre a natureza do mesmo e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo 1). O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho, UFRJ (Anexo 2). A selecdo dos individuos ocorreu
através do questionario de anamnese (Anexo 3) e exame clinico periodontal. Todos os
individuos tinham > 18 anos de idade e apresentavam pelo menos 15 elementos dentdrios.
Individuos com sadde periodontal ndo apresentavam perdas dentarias devido & doenga
periodontal, poderiam ter até 10% dos sitios ou 15% dos dentes com sangramento a sondagem
(SAS) e profundidade de bolsa a sondagem (PBS) ou nivel clinico de inser¢cdo (NCI) = 4 mm
em até 5% dos sitios sem SAS concomitantemente. Os individuos portadores de periodontite
apresentavam mais de 10% dos dentes com NCI e/ ou PBS > 5 mm, ou > 15% dos dentes com

NCI e/ ou PBS >4 mm, com SAS concomitantemente. Os critérios de exclusdo na selecdo
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dos individuos dos dois grupos incluiram: gravidez, amamentagdo, existéncia de condig¢des
sistémicas que poderiam afetar a progressdo ou tratamento das doengas periodontais, e uso de
antibidticos locais ou sistémicos nos seis Ultimos meses anteriores ao inicio do estudo. Todos
os individuos diagnosticados como doentes foram encaminhados para tratamento no

Departamento de Clinica Odontolégica da Faculdade de Odontologia da UFRJ.

3.2. Exame clinico periodontal

O monitoramento clinico dos pacientes foi realizado por profissionais treinados,
segundo as normas determinadas pela Disciplina de Periodontia e Pés-graduagdo da UFRJ.
Para realiza¢do do exame clinico periodontal foram utilizados espelho plano n° 5 (Hu-Friedy,
Chicago, IL), pinca para algodao (Hu-Friedy) e sonda periodontal milimetrada da Carolina do
Norte (Hu-Friedy). As medicdes clinicas foram realizadas em 6 sitios por dente (mesio-
vestibular, vestibular, disto-vestibular, disto-lingual, lingual e mesio-lingual) em todos os
dentes, excluindo-se os terceiros molares, e incluiram: PBS (mm), NCI (mm), presenca ou

auséncia de biofilme supragengival (BS), SAS e supuracido (SUP) (HAFFAIJEE et al., 1997).

3.3. Coleta das amostras de biofilme subgengival e saliva

Para a andlise microbioldgica pelo método do Checkerboard, amostras de biofilme
subgengival foram coletadas previamente as medicdes clinicas de até 14 sitios de pacientes
com periodontite (7 sitios com as maiores PBS e 7 sitios com as menores PBS), e 7 sitios
sadios aleatdrios de pacientes com sadde periodontal. Apds a remogdo de depdsitos de
biofilme supragengival com gaze estéril, o biofilme subgengival foi obtido do sitio
selecionado com curetas Gracey (HuFriedy) estéreis e colocado individualmente em tubos do

tipo Eppendorf contendo 150 puL de tampao tris-EDTA (TE, 10 mM de Tris HCI, 1 mM de
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EDTA, pH 7,6). Para detec¢@o bacteriana através de PCR, amostras de biofilme subgengival
de até 3 sitios sadios de individuos com sauide periodontal e de até 6 sitios (3 sitios sadios e 3
sitios com lesdo periodontal) de pacientes com periodontite foram obtidas e colocadas em
tubos do tipo Eppendorf contendo 100 pUL de tampdo tris-EDTA. Para o cultivo de espécies de
Staphylococcus, foi realizado um “pool” de biofilme subgengival de sitios sadios de pacientes
controles e outro “pool” de sitios com les@o periodonal de individuos com periodontite. Essas
amostras foram colocadas em tubos criogé€nicos contendo caldo Mycoplasma com DMSO a
10%. Além disso, foram coletadas em recipientes estéreis amostras de saliva de cada

individuo, através de bochecho com soro fisiolégico a 0,9% por 1 minuto.

3.4. Identificacao das espécies bacterianas através do Checkerboard

A identificacdo bacteriana diretamente nas amostras de biofilme subgengival foi
realizada pela técnica de Checkerboard descrita por Socransky e colaboradores (1994) e
modificada por Haffajee e colaboradores (1997). As sondas de DNA foram confeccionadas
utilizando-se o “Random primer digoxigenin labeling kit” (Roche Molecular Systems, Inc,
Alameda, CA), conforme as instru¢gdes do fabricante. Todas as cepas bacterianas utilizadas na
confeccdo das sondas gendmicas foram obtidas da cole¢do de bactérias do Laboratério de
Microbiologia Oral, do Instituto de Microbiologia da UFRJ (Tabela 2) (pigina 53). As
amostras de biofilme subgengival contidas em 150 pL de TE foram adicionados 100 puL de
0,5 M NaOH e a suspensdo bacteriana fervida por 10 minutos. Apds neutralizacdo com 800
UL de 5 M de acetato de amdnia, cada uma das amostras contendo o DNA desnaturado foi
depositada em uma das canaletas do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge MA) (Figura 2A)
(pagina 60), sobre uma membrana de nylon de 15 X 15 cm (Hybond N+; Amersham
Biosciences). Para permitir a fixagdo do DNA das amostras nas membranas, as mesmas foram

incubadas a 120°C por 20 minutos em forno convencional (Fanem Ltda., Sdo Paulo, SP). As



40

duas dltimas canaletas do Minislot foram reservadas para a colocacio dos controles, contendo
uma mistura das espécies investigadas pelas sondas de DNA, em duas concentracdes, 10° e
10° células bacterianas. Ap6s fixagdo do DNA nas membranas, essas foram pré-hibridizadas a
42°C por 1 hora numa solugdo contendo 50% formamida, 1% caseina, 5 X SSC, 25mM de
fosfato de sodio (pH 6,5) e 0,5 mg/mL de RNA de levedura. Em seguida, cada membrana foi
colocada sob a placa acrilica do “Miniblotter 45 (Immunetics) (Figura 2B) (pagina 61), com
as linhas contendo o DNA fixado perpendiculares as canaletas do “Miniblotter”. Em cada
canaleta foram colocados 135 UL de cada sonda especifica diluida em solug@o de hibridizagio
contendo 45% de formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sédio (pH 6,5), 0,2 mg/mL de
RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano, 1% caseina e 20 ng/mL de sonda de DNA
especifica. O aparato foi entdo incubado a 42°C por no minimo 16 horas para hibridizacao.
Ap6s hibridizagdo com as sondas, as membranas foram removidas do “Miniblotter” e lavadas
duas vezes por 20 minutos, a 68°C, numa solucdo adstringente (0,1 X SSC, 0,1% SDS), a fim
de remover sondas que ndo hibridizaram completamente. Em seguida, as membranas foram
imersas por 1 hora numa solucdo contendo 0,1 M de 4cido maleico, 3 M de NaCl, 0,2 M de
NaOH, 0,3% de Tween 20, 0,5% de caseina (pH 8,0), e por 30 minutos na mesma solugio
contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina (Roche), numa dilui¢io
de 1/15.000. As membranas foram, entdo, lavadas com uma solu¢do de 0,1 M de 4cido
maleico, 3 M de NaCl, 0,2 M de NaOH, 0,3% de Tween 20 (pH 8,0), 2 vezes por 20 minutos,
e uma vez por 5 minutos em 0,1 M de Tris - HCl e 0,1 M de NaCl (pH 9,5). Em seguida, as
membranas foram incubadas em uma solucdo contendo o substrato fluorescente ECF®
(Amersham Pharmacia). Apds incubag@o por 24 horas, os sinais de fluorescéncia resultantes
da hibridizacdo das sondas com as amostras foram captados por um sistema de captacdo de
imagens (Storm ™ 860, Molecular Dynamics / Amersham Biosciences) (Figura 3) (pagina

62). A leitura dos sinais foi realizada visualmente por um tnico individuo treinado, € os sinais
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detectados comparados aos sinais dos controles de 10° e 10° células presentes na mesma
membrana. A deteccdo do sinal e a andlise semiquantitativa das espécies bacterianas foram
estimadas como: 0 = ndo detectavel; 1 < 105; 2= 105; 3= 105—106; 4 =10%¢ 5 > 10° células
bacterianas. A sensibilidade deste teste foi ajustada para permitir a deteccdo de pelo menos
10* células de cada espécie através do ajuste da concentracio de cada sonda gendmica. Este
procedimento foi empregado a fim de fornecer a mesma sensibilidade de deteccdo para cada
sonda. A ndo detecc@o de sinal foi interpretada como sendo zero. Entretanto, este valor nio
implicou na auséncia total de determinada espécie, ja que de 1 até 1.000 células bacterianas

poderiam estar presentes na amostra (SOCRANSKY et al., 2004).

3.5. Identificacao das espécies bacterianas através de PCR

3.5.1. Extragcdo de DNA das amostras de biofilme e saliva

A extracdo de DNA das amostras de biofilme subgengival foi realizada segundo
metodologia descrita por Ashimoto, Bakker e Slots (1996). A massa celular foi adicionado o
tampao TE 10:1 (10 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH 7,6) contendo 0,5 mg/mL de
lisozima. Apds incubagéo a 37°C por 15 min, foram adicionados SDS a 1% e 0,1 mg/mL de
proteinase K, permanecendo a mistura a 37°C por 30 min. Em seguida, foi adicionado 1 M de
perclorato de sodio e incubado a 50°C por 1 hora. A separacio do DNA de outros
constituintes foi realizada em tré€s etapas de extracdo com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1). Ao sobrenadante final foram acrescentados 2 volumes de etanol absoluto gelado,
mantendo-se por 12-16 horas a -20°C. O DNA foi recuperado por centrifugacdo a 10.000 X g
por 30 min, lavado em etanol 70% e re-suspendido em TE. A extragdo de DNA da saliva foi
realizada pela metodologia descrita por Laine e colaboradores (2000). Os pacientes nao
podiam escovar os dentes ou ingerir alimentos 30 minutos antes da coleta da saliva. Cada

individuo bochechou com 10 mL de solucdo salina a 0,9 % por 60 segundos. Amostras
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coletadas das solucdes bochechadas foram centrifugadas a 300 x g por 10 minutos. O pellet
foi lavado duas vezes em solucgdo salina a 0,9%, re-suspendido em 100 pL. de NaOH a 50 mM
e fervido por 10 minutos. As amostras foram neutralizadas com 14 pL de Tris 1 M (pH 7,5), e
centrifugadas a 14.000 x g por 3 minutos. Os sobrenadantes foram coletados e estocados a -

20°C até a andlise microbioldgica pelo método da PCR.

3.5.2. Deteccdo da espécie H. pylori

Foram utilizados 10 uL. de DNA de cada amostra de biofilme subgengival e saliva em
um volume final de reacdo de 25 pL, contendo 25 pM de cada iniciador especifico, 2,5 uL de
tampao PCR 10X (200 mM de Tris-HCL, pH 8,0 e 500 mM de KCl) (Promega), 1,5 mM de
MgCl, (Promega), 1,25 U de Taq DNA polimerase (Promega) e 0,2 mM de
desoxinucleotideos trifosfatados (Promega). Os iniciadores utilizados foram os reportados por
Gebara e colaboradores (2004): 5 -CGTTAGCTGCATTACTGGAGA-3° e 5°-
GAGCGCTAGGCGGGATAGTC-3". Apos realizagdo de uma etapa de desnaturagfo inicial
de 94°C por 5 minutos, 40 ciclos de amplificacdo foram realizados através de desnaturacdo a
94°C por 1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. Uma
etapa final de extensdo foi realizada a 72°C por 10 minutos. Um amplicon de 295 pb foi
observado em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo, em transiluminador

ultra-violeta (Figura 4) (pdgina 63).

3.5.3. Detecgdo da espécie E. faecalis

Foi utilizado 1 uL. de DNA de cada amostra de biofilme e saliva em um volume final
de reacdo de 50 pL, além de 1 uM de cada iniciador especifico, 5 uL de tampdo PCR 10X

(200 mM de Tris-HCI, pH 8,0 e 500 mM de KCl), 2 mM de MgCl,, 1,25 U de Taq DNA
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polimerase (Promega) e 0,2 mM de desoxinucleotideos trifosfatados (Promega). Os
iniciadores utilizados foram descritos por Rocas, Siqueira e Santos (2004): 5°-
GTTTATGCCGCATGGCATAAGAG- 3" e 5°- CCGTCAGGGGACGTTCAG- 3* (amplicon
de 310 pb). Apds realizacdo de uma etapa de desnaturacdo inicial de 95°C por 2 minutos, 26
ciclos de amplificacdo foram realizados através de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento a 60°C por 1 minuto e extens@o a 72°C por 1 minuto. Uma etapa final de extensdo
foi realizada a 72°C por 2 minutos. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de

agarose a 1,5% corado com brometo de etideo (Figura 5) (pdgina 64).

3.5.4. Detecgdo da espécie P. aeruginosa

Foram utilizados 20 pL. de DNA de cada amostra em um volume final de reacdo de 100 pL,
além de 30 pmol de cada iniciador especifico, 10 uL. de tampao PCR 10X (200 mM de Tris-
HCI, pH 8,0 e 500 mM de KCI), 1,5 mM de MgCl,, 2 U de Taqg DNA polimerase (Promega) e
0,2 mM de desoxinucleotideos trifosfatados (Promega). Foram usados dois pares de
iniciadores  descritos por De Vos e colaboradores (1997): PS-1 5°-
ATGAACAACGTTCTGAAATTCTCTGC-3" e PS-2 5°- CTTGCGGCTGGCTTTTTCCAG-
3" (amplicon de 250 pb); e PAL-1 5-ATGGAAATGCTGAAATTCGGC-3" e PAL-2 5°-
CTTCTTCAGCTCGACGCGACG- 3 (amplicon de 510 pb). Apds realizagdo de uma etapa de
desnaturacdo inicial de 95°C por 2 minutos, foram realizados 30 ciclos de desnaturagdo a
94°C por 40 segundos, anelamento a 57°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto, € uma
etapa final de extensdo de 72°C por 2 minutos. Os produtos amplificados foram visualizados

em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo (Figura 6) (pagina 65).
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3.5.5. Detecgcao de DNA bacteriano

Um par de iniciadores universais bacterianos (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC
AG-3' and 5-ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT- 3') (amplicon de 1.505 pb) descrito por
Willis e colaboradores (1999) foi utilizado para indicar a presenga de DNA bacteriano em
todas as amostras clinicas, particularmente naquelas que foram negativas para as espécies
bacterianas avaliadas. A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 25 uL que
continha: 0,2 mM de cada iniciador universal, 2,5 UL de tampdo de PCR 10X, 2 mM de
MgCl,, 1,25 U de Taq e 200 mM de desoxinucleotideos trifosfatados (Promega). Apds
realizacdo de uma etapa de desnaturacao inicial de 97°C por 1 min, 30 ciclos de amplificagdo
foram realizados através de desnaturagdo a 97°C por 45 segundos, anelamento a 55°C por 45
segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Uma etapa final de extensdo foi realizada a 72°C

por 4 minutos.

3.6. Identificacao e caracterizacio fenotipica de Staphylococcus

As amostras de biofilme subgengival estocadas em tubos criogénicos contendo
caldo Mycoplasma com 10% de DMSO foram transferidas para tubos contendo 5 mL de
meio TSB (Difco) com 6,5% de NaCl e incubadas a 37°C por um periodo de até 48 horas.
As amostras crescidas em TSB foram inoculadas em placas contendo Agar Manitol
Salgado (Plastlabor) e incubadas a 37°C por até 48 horas. As amostras foram
caracterizadas como S. aureus ou Staphylococcus coagulase-negativo através da mudanca
de cor do meio, aspecto morfotintorial através da coloracdo de Gram, do teste da catalase e
coagulase. Apés o crescimento da amostra no Agar Manitol Salgado, foi realizado um
esfregaco em lamina de vidro. Este foi corado pelo método de Gram e observado em
microscopio optico em objetiva de 100X (imersdo). A observagdo da produgéo de catalase

foi efetuada por metodologia convencional, em lamina de vidro. Uma suspensdo foi
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depositada sobre uma gota de peréxido de hidrogénio (H,O,) a 3% (v/v). A formacdo de
bolhas resultantes da hidrélise do H,O, por acdo da enzima catalase foi indicativa de
reacdo positiva. As cepas padréo utilizadas neste teste foram S. aureus ATCC 25923 e S.
pyogenes ATCC 8668, como controles positivo e negativo, respectivamente. O teste da
producdo da coagulase foi realizado em tubo de ensaio, no qual foi misturado 0,1 mL da
suspensao bacteriana em 0,5 mL de plasma de coelho, seguido de incubagdo a 37°C por até
4 horas, sempre observando a formag¢do ou ndo de coagulo. Os tubos foram incubados por
até 24 horas em caso de cepas positivas tardias. As amostras padrdo utilizadas neste teste
foram S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 14579, como controles positivo e

negativo, respectivamente.

3.7. Identificacao genotipica das espécies de Staphylococcus e a presenca do

gene mecA

A identificacdo genotipica e deteccdo de fatores de viruléncia das espécies
isoladas de S. aureus e Staphylococcus coagulase-negativos foram realizadas através de PCR.
O DNA foi obtido das cepas isoladas pelo método descrito Smith, Socransky e Smith (1989).
Apés crescimento, as suspensdes bacterianas foram centrifugadas duas vezes por 5 minutos a
12.000 x g em tampdo TE (pH 7,6). As espécies gram-positivas foram tratadas previamente
com lisozima por 1h a 37°C em banho-maria. Os sedimentos foram novamente suspensos em
tampdo TE contendo 10% de SDS e proteinase K (Amersham Pharmacia Biotech), e
incubados a 37°C por 1 hora. Apds incubacio, foram adicionados & solugdo 150 pL. de NaCl
5M e 85 uL de solugdo de CTAB 10% e NaCl 0,7M. Apds nova incubag@o em banho-maria
a 65°C por 20 minutos, 800 pL. de cloroférmio: dlcool isoamil (24:1) foi adicionado e a

suspensdo centrifugada por 12 minutos a 12.000 x g. O sobrenadante foi transferido para
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outro tubo e tratado com isopropanol para precipitacio do DNA. Apds centrifugagdo por 2
minutos e remocao do isopropanol, o DNA foi suspenso em tampdo TE contendo 2 pL de
RNAse e re-incubado durante 60 minutos a 50°C. Posteriormente, a suspensio foi tratada com
3 M de acetato de sédio e 400 pL de cloroférmio:dlcool (24:1). A obten¢do do precipitado de
DNA foi realizada por sucessivas lavagens em etanol gelado nas concentracdes 95 % e 70 %.
O DNA extraido foi suspenso em tampao TE e estocado & —20°C. A quantificagdo do DNA e
o grau de pureza da extra¢do foram determinados através da obtencdo das densidades Oticas
(DO) realizadas em espectrofotdmetro convencional. Foi utilizado 1 pL. de DNA das cepas
isoladas das amostras em um volume final de reacdo de 100 pL, além de 10 pmol de cada
iniciador especifico, 10 uL de tampao PCR 10X (200 mM de Tris-HCI, pH 8,0 e 500 mM de
KCD, 1,5 mM de MgCl,, 2,5 U de Tag DNA polimerase (Promega) e 0,2 mM de
desoxinucleotideos trifosfatados (Promega). Os iniciadores utilizados na reagdo de
amplificacdo foram descritos por Mason e colaboradores (2001), e estdo apresentados na
Tabela 3 (pagina 54). Apds realizacdo de uma etapa de desnaturagdo inicial de 94°C por 3
minutos, 36 ciclos de amplificacdo foram realizados incluindo desnaturacdo a 94°C por 1
minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. Uma etapa final de
extensdo foi realizada a 72°C por 10 minutos. Todas as rea¢des de PCR foram realizadas em
um termociclador (MMG- Biotech). Os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com solucd@o de brometo de etidio (0,5 wg/mL) e
fotografado sob luz ultravioleta (Figura 7) (pagina 66). As cepas controle utilizadas para esses
experimentos foram S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 14579, MRSA USA 100 e
MRSE HC 687. Todas as amostras e isolados clinicos foram estocados em freezer -20°C para

futuras andlises de genotipagem.
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3.8. Analise estatistica

Todos os testes estatisticos empregados no presente estudo foram realizados
utilizando-se o programa estatistico SPSS (“Statistical Package for the Social Sciences”),
versdo 10.0. As medidas clinicas foram computadas em todos os sitios periodontais
examinados e suas médias calculadas para cada individuo e, posteriormente, dentro de cada
grupo. Diferencas clinicas significativas entre os dois grupos foram determinadas pelos
testes de Mann-Whitney e Qui-quadrado. Os dados microbiolégicos referentes a detecgio
das espécies bacterianas através do método do Checkerboard foram expressos como média
da freqiiéncia (prevaléncia) e média dos niveis (X 10 células) de cada espécie nos
individuos com doenga e com sadde periodontal (HAFFAJEE et al., 1997; COLOMBO et
al., 2002). A freqiiéncia de amostras positivas para uma determinada bactéria foi
computada para cadaamostra e paciente, e a média dessas freqiiéncias calculadas em cada
grupo clinico. Os registros obtidos dos niveis de cada espécie (0 a 5) nas amostras foram
convertidos em numeros absolutos, e suas médias calculadas para cada individuo e nos
grupos. Diferengas na prevaléncia e niveis das espécies bacterianas entre os grupos foram
avaliadas através do teste de Mann-Whitney. Os dados microbiolégicos referentes a
detecgdo das espécies bacterianas através do método de PCR foram expressos como média
de freqiiéncia (para amostras de biofilme) e freqiiéncia (saliva), e diferencas significantes
entre os grupos foram determinadas pelos testes de Mann-Whitney, teste exato de Fischer e
Qui-Quadrado. Associacdes entre os pardmetros periodontais e a freqiiéncia das espécies
bacterianas foram determinadas pelo coeficiente de correlacio de Spearman rho. O nivel

de significincia estatistica estabelecido para todas as andlises foi de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Resultados Clinicos

Os pardmetros clinicos periodontais e demogréficos da populacdo estudada estdo
apresentados nas Tabelas 4, 5 e 6 (pdginas 55, 56 e 57, respectivamente) . Tanto nas amostras
submetidas a andlise do checkerboard como nas de PCR e cultura, houve diferencas
significativas para todos os pardmetros clinicos entre os 2 grupos. Individuos com
periodontite apresentaram sinais clinicos de doenca significantemente maiores, tais como
PBS, NCI, nimero de dentes ausentes, percentagem de sitios com SAS e BS, em relacio aos
pacientes com sadde periodontal (p < 0,01; teste de Mann-Whitney). Nao foram observadas
diferencas significativas em relagdo a distribuicdo dos sexos nos grupos. Individuos com
saide periodontal apresentaram médias de idade significativamente menores do que pacientes

com periodontite (p < 0,01; teste de Mann-Whitney).

4.2. Resultados Microbiolégicos

4.2.1. Deteccao das espécies bacterianas por Checkerboard

Um total de 5 sondas de DNA relacionadas as espécies bacterianas patogénicas foram
usadas nos ensaios de hibridizacdo pelo método do checkerboard. A freqii€éncia média e os
niveis das espécies nas amostras de biofilme subgengival dos 311 individuos estdo
demonstrados nas Figuras 8 e 9 (paginas 67 e 68, respectivamente). Todas as espécies
estudadas foram detectadas com maior freqiiéncia nas amostras de individuos com doenga
periodontal em relacdo ao grupo controle (Figura 8) (pagina 67). Diferencas estatisticamente
significantes na distribuicdo desses microorganismos entre os dois grupos clinicos foram

observadas para todas as espécies bacterianas (Teste de Mann-Whitney; p < 0,05). A espécie
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bacteriana mais freqiientemente detectada no total das amostras de biofilme subgengival
provenientes dos diferentes sitios periodontais foi E. faecalis (29,3%).

Os niveis das espécies bacterianas (ndimero de células X 10%) nos diferentes grupos
clinicos estio representados na Figura 9 (pagina 68). Todas as espécies bacterianas foram
encontradas em niveis mais elevados nos sitios dos pacientes com doenga periodontal em
comparagdo com o grupo de individuos com sauide oral. Diferencas significantes nos niveis
dos microorganismos avaliados foram observadas entre os dois grupos clinicos para todas as
espécies em comparacdo aos sitios de pacientes sauddveis (Teste de Mann-Whitney; p <
0,05). A espécie bacteriana encontrada em maior quantidade nas amostras avaliadas foi P.

aeruginosa (3,15 X 10* células).

4.2.2. Deteccao das espécies bacterianas H. pylori, E. faecalis e P. aeruginosa

por PCR

As freqiiéncias das espécies bacterianas H. pylori, E. faecalis e P. aeruginosa em
amostras de biofilme subgengival e saliva dos dois grupos clinicos estdo apresentadas nas
Figuras 10 e 11 (paginas 69 e 70, respectivamente). A espécie bacteriana mais prevalente em
todas as amostras avaliadas de todos os individuos foi a P. aeruginosa (32%). As espécies H.
pylori e E. faecalis foram detectadas em 23,4% e 30% do total de amostras, respectivamente.
Quando amostras de saliva foram comparadas com amostras de biofilme subgengival, uma
maior prevaléncia de H. pylori foi observada no biofilme subgengival (33,3%) em relagdo as
amostras de saliva (20%; p = 0,03, teste exato de Fischer). Essa diferenca foi ainda mais
significante no grupo de pacientes com periodontite (saliva = 23,5% X biofilme subgengival =
50%; p = 0,001, teste exato de Fischer). Ja para as espécies E. faecalis e P.aeruginosa, nao

houve diferenca significante na prevaléncia dessas bactérias entre as amostras de biofilme
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subgengival e saliva (Figuras 10 e 11) (paginas 69 e 70, respectivamente). Nas amostras de
biofilme subgengival, todas as espécies testadas foram detectadas em freqii€ncias
significativamente maiores no grupo de pacientes com periodontite em relacdo ao grupo
controle (H. pylori: 50 £ 46% X 11,4 + 29%, E. faecalis: 47,8 = 50% X 17,1 £ 37% e P.
aeruginosa: 52,2 * 50 % X 11,4 + 34%; p < 0,01; teste de Mann-Whitney) (Figura 10)
(pagina 69). Do mesmo modo, maiores prevaléncias dessas espécies bacterianas foram
observadas em amostras de saliva de pacientes com periodontite em comparacdo ao grupo
controle (H. pylori: 24,3% X 1,7%, E. faecalis: 40,5% X 14,6% e P. aeruginosa: 49,7 % X
14,6%; p < 0,01; teste exato de Fischer) (Figura 11) (pagina 70).

Associagdes positivas entre presenca das espécies H. pylori, E. faecalis e P.
aeruginosa e os parametros clinicos periodontais avaliados foram observadas (Tabela 7)
(pagina 58). Somente H. pylori mostrou correlagdo com aumento da idade, porém essa relacio
foi pouco expressiva. Nenhuma das espécies apresentou associagdo com sexo. Os maiores
coeficientes foram observados entre a deteccdo de H. pylori e PBS e NCI, e entre P.

aeruginosa e E. faecalis com presenca de biofilme supragengival.

4.2.3. Deteccio das espécies S. aureus e S. epidermidis por PCR e a presenca

do gene mecA

A freqiiéncia das espécies isoladas de S. aureus e S. epidermidis nos dois grupos
clinicos estd representada na Figura 12 (pagina 71). Nao houve diferenca significante na
deteccdo das duas espécies bacterianas entre os dois grupos clinicos avaliados (teste do Qui-
quadrado; p > 0,05). A grande maioria das amostras bacterianas dos pacientes estudados tanto
no grupo com periodontite como no grupo controle foi representada por S. epidermidis (75% e
69,2%, respectivamente). A espécie S. aureus foi detectada em 20,8% das amostras

bacterianas isoladas de pacientes com periodontite e em 7,7% dos pacientes com sadde
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periodontal. Nos pacientes com periodontite, das espécies isoladas de S. aureus, 20%
carreavam o gene mecA, enquanto 11,1% dos isolados de S. epidermidis carreavam o gene
mecA. Também ndo houve diferenca significante na detec¢do de S. aureus e S. epidermidis

carreadores do gene mecA nos dois grupos clinicos estudados (Figura 13) (pagina 72).
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Tabela 1. Possiveis mecanismos que correlacionam presenca de microorganismos na
cavidade oral e doencas sisttmicas (THODEN VAN VELZEN, ABRAHAN-INJIPIN &
MOORER, 1984; OVERHOLSER, MOREILLON & GLAUSER, 1987; OKUDA &

EBIHARA 1998).

Mecanismos Doencas sistémicas

Endocardite infecciosa subaguda,
Infeccdo Metastatica miocardite bacteriana aguda, sinusite,
abscesso pulmonar, celulite orbital,

ulcera de pele, osteomielite.

Dano Metastatico Infarto cerebral, infarto agudo do
miocdrdio, sindrome do choque

téxico, meningite cronica.

Inflamacgao Metastética Sindrome de Behcet, urticaria

crOnica, doenga de Crown.
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Tabela 2. Relacdo das espécies de bactérias selecionadas para a confec¢do das sondas

genOmicas e emprego nos ensaios de hibridizagdo pelo método do Checkerboard.

Espécies bacterianas Cepas*
Acinetobacter baummanii 19606
Enterococcus faecalis 29212
Escherichia coli 33780
Pseudomonas aeruginosa 27853
Staphylococcus aureus 33591

"ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD).
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Tabela 3: Seqiiéncia dos iniciadores para deteccdo de S. aureus e S. epidermidis e o gene

mecA segundo Mason et al. 2001.

Alvo

Seqiiéncia de primers Amplicon (pb)

16S rRNA de S.

epidermidis

5°-CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGG-3" 791

5°- CTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCG- 3°

CIfA de S. aureus

5°-GCAAAATCCAGCACAACAGGAAACGA-3° 638

5°- CTTGATCTCCAGCCATAATTGGTGG- 3°

mecA 5-TCCAGGAATGCAGAAAGACCAAAGC-3° 499
5°- GACACGATAGCCATCTTCATGTTGG- 3°
16S r RNA de 5 -AACTGGAGGAAGGTGGGGGAT-3" 371

eubactérias

5°- AGGAGGTGATCCAACCGCA- 3°
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Tabela 4. Parametros clinicos periodontais e demograficos dos individuos com periodontite

ou saude periodontal da populagdo analisada pelo método do checkerboard.

PARAMETROS CLINICOS Satde Periodonite
Periodontal Cronica
N 42 269
Idade Média (+ DP) " 30,8 £ 11 41,8 £ 12
% Homens 30,3 36.4
Média (x EP):
Profundidade de Bolsa (mm) : 1,8 £0,08 3,1 £0,06
Nivel Clinico de Insercao (mm) ’ 1,9 £0,13 3,7+0,08
Média (= DP):
N dentes ausentes 1,7+3,8 5,3£4,9
% Sangramento a sondagem : 7.4 +14,2 40,4 + 25,6
% Biofilme supragengival - 16,6 = 16 63,6 £27,6
% Supuragdo - 0 6,5+ 11

: p< 0,01; Refere-se as diferencas significantes entre os grupos clinicos determinadas

pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 5. Parametros clinicos periodontais e demograficos dos individuos com periodontite

ou sadde periodontal da populagdo analisada pelo PCR.

PARAMETROS CLINICOS Satde Periodontite
Periodontal Cronica
N 56 169
Idade Média (+ DP) " 343+ 12 41+ 14
% Homens 35,5 34,2
Média (x EP):
Profundidade de Bolsa (mm) 2,1£05 3212
Nivel Clinico de Insercdo (mm) * 2,2+0.6 39115
Média (£ DP):
N dentes ausentes 0,615 52+53
% Sangramento a sondagem ~ 1.9+4.1 47,2+29
% Biofilme supragengival " 10,1£10 49 £ 30
% Supuragio - 0 3£10

* p< 0.01; Refere-se as diferengas significantes entre os grupos clinicos determinadas

pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 6. Parametros clinicos periodontais e demograficos dos individuos com periodontite

ou sadde periodontal da populagdo estudada para isolamento de S. aureus € S. epidermidis.

PARAMETROS CLINICOS Saude Perlodontite
Periodontal Cronica
N 13 25
Idade Média (+ DP) ~ 27+7,5 42 £ 15
% Homens 42 41
Média (= EP):
Profundidade de Bolsa (mm) * 1,8 £0,08 2,7+0,12
Nivel Clinico de Inser¢ao (mm) : 1,8 £0,07 3,4+0,3
Média (= DP):
N dentes ausentes ~ 0,3+0,6 5,1+ 6,1
% Sangramento a sondagem : 3,2+3,8 45 +24
% Biofilme supragengival : 75+17,5 34,6 + 30,4
% Supuragdo 0 0,7%1,7

i p< 0.01; Refere-se as diferencas significantes entre os grupos clinicos determinadas

pelo teste de Mann-Whitney.



Tabela 7. Correlacdo entre parametros clinicos periodontais e prevaléncia das espécies

bacterianas da populagdo analisada pelo PCR.

H. pylori E. faecalis P. aeruginosa
PBS 0,263* 0,180%* 0,100%*
(p <0,001) (p<0,01) (p > 0,05)
NCI 0,267* 0,215% 0,133%*
(p <0,001) (p<0,001) (p <0,05)
SAS 0,187* 0,226%* 0,244
(p<0,01) (p <0,001) (p <0,001)
BS 0,223%* 0,244 0,259%*
(p <0,001) (p<0,001) (p <0,001)
SUP 0,134%* 0,073* 0,075%*
(p <0,05) (p > 0,05) (p > 0,05)
Nidmero de 0,085%* 0,092* 0,175%
dentes ausentes (p > 0,05) (p > 0,05) (p <0,01)
Idade 0,115% 0,059* 0,101*
(p <0,05) (p > 0,05) (p > 0,05)

* Coeficiente de Spearman rho; Teste de correlag@o bivariada

PBS: profundidade de bolsa a sondagem; NCI: nivel clinico de inser¢do; SAS: sangramento a

sondagem, BS: biofilme supragengival: SUP: supuracao
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Figura 1. Anatomia do periodonto. (A)-Esquema de um periodonto com satide periodontal. E,
esmalte dentdrio. (B) Figura esquemaética de uma lesdo periodontal com a formagéo da bolsa
periodontal. JCE, junc@o cemento-esmalte; TCI, tecido conjuntivo inflamado; EJ, epitélio

juncional. Adaptado de LINDHE, 1999.
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Figura 2A. Esquema do aparato “Minislot 30”.
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Sondas genomicas de DNA
marcadas com digoxigenina

|

Pré-hibridizacao a 42°C/1 h.

:

Girar membrana 90°

v

Hibridizacdo com sondas a
42°C por 24 h.

!

Lavagem em solucao de fosfato a
68°C por 40min.

4
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conjugado a fosfatase alcalina
(1:15.000)

Detecc¢ao por fluorescéncia

com ECF e captacio de imagem

Figura 2B. Esquema do aparato “Miniblotter 45 e hibridizagdo com as sondas de DNA.
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Figura 3. Padrio de hibridizacdo das sondas de DNA com as amostras de biofilme

subgengival de pacientes em forma de tabuleiro de xadrez. As udltimas duas linhas horizontais

sdao compostas pelos controles de 10° e 10° células bacterianas.
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Figura 4. Foto do gel contendo as amostras amplificadas com os iniciadores especificos para
H. pylori. Linha 1- padrao de peso molecular de 100 pb ladder; 2- controle positivo com DNA
de H. pylori ATCC 43629; 3- amostra de saliva positiva para H. pylori; 4- amostra de saliva
negativa para H. pylori; 5- a mesma amostra de saliva negativa, porém positiva para o
iniciador universal do 16S bacteriano; 6- amostra de biofilme subgengival positiva para H.
pylori; 7- amostra de biofilme subgengival negativa para H. pylori; 8- a mesma amostra de
biofilme subgengival negativa, porém positiva para o iniciador universal do 16S bacteriano;

9- controle negativo.
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Figura 5. Foto do gel contendo as amostras amplificadas com os iniciadores especificos para
E. faecalis. Linha 1- padrdo de peso molecular de 100 pb ladder; 2- controle positivo com
DNA de E. faecalis ATCC 29212; 3- amostra de saliva positiva para E. faecalis; 4- amostra
de saliva negativa para E. faecalis; 5- a mesma amostra de saliva negativa, porém positiva
para o iniciador universal do 16S bacteriano; 6- amostra de biofilme subgengival positiva para
E. faecalis; 7- amostra de biofilme subgengival negativa para E. faecalis; 8- a mesma amostra
de biofilme subgengival negativa, porém positiva para o iniciador universal do 16S

bacteriano; 9- controle negativo.
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Figura 6. Foto do gel contendo as amostras amplificadas com os iniciadores especificos para
P. aeruginosa. Linha 1- padrio de peso molecular de 100 pb ladder; 2- controle positivo com
DNA de P. aeruginosa ATCC 27853; 3- amostra de saliva positiva para P. aeruginosa; 4-
amostra de saliva negativa para P. aeruginosa; 5- a mesma amostra de saliva negativa, porém
positiva para o iniciador universal do 16S bacteriano; 6- amostra de biofilme subgengival
positiva para P. aeruginosa; 7- amostra de biofilme subgengival negativa para P. aeruginosa;
8- a mesma amostra de biofilme subgengival negativa, porém positiva para o iniciador

universal do 16S bacteriano; 9- controle negativo.
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Figura 7. Foto do gel contendo as amostras amplificadas com os iniciadores especificos para

as espécies de Staphylococcus e o gene mecA. Linha 1- padrido de peso molecular de 100 bp
ladder; 2- controle positivo com DNA de S. epidermidis ATCC 14579; 3- controle positivo
com DNA de MRSA USA 100; 4- controle positivo com DNA de MRSE HC 687; 5- amostra
de biofilme subgengival positiva para S. epidermidis; 6- amostra de biofilme subgengival
positiva para MRSA; 7- amostra de biofilme subgengival positiva para MRSE; 8- amostra de

biofilme subgengival positiva somente para o 16S bacteriano; 9- controle negativo.
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Figura 8. Prevaléncia das espécies bacterianas no biofilme subgengival dos diferentes grupos

clinicos avaliados pelo método do checkerboard. * Refere-se ao Teste de Mann-Whitney (p <

0,05).
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Figura 9. Niveis médios das espécies bacterianas no biofilme subgengival dos diferentes

grupos clinicos avaliados pelo método do checkerboard. * Refere-se ao Teste de Mann-

Whitney (p < 0,05).
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Figura 10. Frequéncia média de deteccio das espécies H. pylori, E. faecalis e P. aeruginosa
em amostras de biofilme subgengival de individuos saudaveis (n=56) e de pacientes com

periodontite (n = 169) através de PCR. * Refere-se ao teste de Mann-Whitney (p < 0,01).
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Figura 11: Frequéncia de detec¢do das espécies H. pylori, E. faecalis e P. aeruginosa em
amostras de saliva de individuos saudaveis (n=56) e de pacientes com periodontite (n = 169)

através de PCR. *Refere-se ao teste exato de Fischer (p < 0,01).
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Figura 12. Frequéncia de deteccdo de S. aureus e S. epidermidis nos isolados de individuos

saudaveis (n = 13) e de pacientes com periodontite (n = 25).
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Figura 13. Freqiiéncia de deteccdo de S. aureus (MRSA) e S. epidermidis (MRSE)

carreadores do gene mecA entre as amostras bacterianas isoladas de individuos com

periodontite e satde periodontal.



73

5. DISCUSSAO

Nas dultimas décadas, varios estudos tém focado nas associacdes entre doencas
periodontais e bactérias orais com doengas sist€micas (REDDY, 2007). Do mesmo modo, tem
sido crescente o interesse pela busca de espécies patogé€nicas de importincia médica na
cavidade oral (SLOTS, FEIK & RAMS, 1990; COLOMBO et al., 2002, SOUTO et al., 2006).
Em particular, a presenca de doenga periodontal parece favorecer a colonizagdo por esses
microorganismos. Assim, o presente estudo avaliou a presenca de sete espécies patogénicas
ndo orais (A. baumannii, E. coli, E. faecalis, S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, H.
pylori) em amostras de saliva e biofilme subgengival de pacientes com periodontite e saide
periodontal através dos métodos do Checkerboard, PCR e cultura. As espécies testadas pelo
checkerboard, A. baumannii, E. coli, E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa, foram detectadas
em prevaléncia e niveis significantemente maiores em amostras de biofilme subgengival de
pacientes com periodontite do que de pacientes com saide periodontal. Resultados
semelhantes foram reportados por outros autores (SLOTS et al., 1991; ALI et al., 1996;
COLOMBO et al., 2002; SOUTO et al., 2006). O papel dessas espécies ndo orais na
patogénese das doencgas periodontais nao € totalmente compreendido. Entretanto, estes dados
sugerem que bolsas periodontais podem funcionar como reservatorios para esses
microorganismos, principalmente quando estes se encontram em altos niveis, e como fonte de
disseminag¢do para outras partes do organismo.

A. baumannii é um dos principais agentes etiologicos de infec¢des nosocomiais. Essa
espécie também foi detectada em alta freqii€ncia em pacientes com periodontite refrataria, ou
seja, que nao respondem favoravelmente a terapia periodontal mecénica associada a

antibioticoterapia (COLOMBO er al., 1998). Visto que essa espécie é resistente a diversos
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antimicrobianos, sua alta prevaléncia na periodontite refratiria pode ser justificada pela
freqiiente utilizacdo de antibidticos no tratamento dessa doenca.

A espécie bacteriana mais freqiientemente detectada nas amostras de biofilme
subgengival de pacientes com periodontite avaliadas pela técnica de checkerboard foi o E.
faecalis (38,2%). Sua prevaléncia foi maior quando determinada pela técnica de PCR
(47,8%). E. faecalis também foi detectado em 40,5% das amostras de saliva de pacientes com
periodontite. E. faecalis tem sido isolada de pacientes com infec¢do endodontica (SIQUEIRA
et al.,, 2002), particularmente de infec¢des persistentes e casos de insucesso terapéutico
(SUNDQVIST et al., 1998; ROCAS, SIQUEIRA & SANTOS, 2004; ZOLETTI, SIQUEIRA
& SANTOS, 2006), bem como de lesdes da mucosa oral em pacientes imunocomprometidos.
(WAHLIN & HOLM, 1988). Dados na literatura correlacionando infeccdo periodontal e
colonizagdo por E. faecalis sdo limitados. Em geral, a prevaléncia desta espécie parece
aumentar em propor¢des em individuos com periodontite (COLOMBO et al., 2002;
SEDGLEY, LENNAN & CLEWELL, 2004; SOUTO et al., 2006). Por outro lado, Rams e
colaboradores (1992) detectaram E. faecalis em apenas 1% dos pacientes com periodontite de
acometimento precoce e 5,1% de pacientes com periodontite cronica por métodos de cultura.
Significantes associagOes entre as medidas clinicas de destrui¢do e inflamacdo periodontal
(PBS, NCI, SAS e BS) e a presenca de E. faecalis também foram observadas no presente
estudo. Esses resultados sugerem que esta espécie pode contribuir para a gravidade e/ou
progressdo da doenga periodontal. De fato, Enterococcus orais produzem vérios fatores de
viruléncia relevantes para a patogénese da doenca periodontal (HOLT & BRAMANTI, 1991;
SOCRANSKY & HAFFAIJEE, 1991), incluindo elastase extracelular (NORD &
WADSTROM, 1973), proteases (NORD & WADSTROM, 1973) e hemolisinas (NORD &
WADSTROM, 1973; NOVAK, HOLZER & LIBERIN, 1988). Além disso, E. faecalis pode

ter sua patogenicidade aumentada em infec¢des mistas com bactérias anaerdbias (BROOK,
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1988), e é capaz de induzir periodontite experimental em combinag¢do com bactérias orais
(DAHLEN et al., 1982; FABRICIUS er al., 1982). A presenca de E. faecalis em lesdes
periodontais pode ter implicacdes terapéuticas importantes. Enterococcus provenientes das
bolsas periodontais podem disseminar pela corrente sanguinea e ocasionar septicemias fatais
em individuos imunocomprometidos (BERGMANN, 1988). Beta-lactamases produzidas por
Enterococcus também podem diminuir a eficicia das penicilinas no tratamento das
periodontites (MURRAY, CHURCH & WANGER, 1986). Estudos in vitro tém demonstrado
a habilidade do E. faecalis na inativa¢do do metronidazol (NAGY & FOLDES, 1991). Assim,
bactérias anaerdbias em infec¢des mistas com E. faecalis podem se tornar de 4 a 8 vezes mais
resistentes ao metronidazol (NAGY, WERNER & HEIZMANN, 1990).

A espécie bacteriana encontrada em maior quantidade nas 311 amostras de biofilme
subgengival avaliadas pelo checkerboard foi P. aeruginosa (3,15 X 10 * células). Ja sua
prevaléncia foi de aproximadamente 20%. Pelo método da PCR, essa prevaléncia foi cerca de
32% nas amostras de biofilme e saliva. Na presen¢a de periodontite, esses valores variaram
de 25% (checkerboard) a 52% (PCR). Muitos trabalhos tém documentado a presenca de
espécies de Pseudomonas e enterobactérias em pacientes com doenga periodontal (SLOTS,
RAMS & LITSGARTEN, 1988; SLOTS, FEIK & RAMS, 1990; SLOTS et al., 1991; ALI et
al., 1994; 1996). No entanto, essa prevaléncia pode variar de 14%, como observado em
pacientes com periodontite dos Estados Unidos (SLOTS, FEIK & RAMS, 1990), a 61,1% em
pacientes da Roménia (ALI et al., 1996). Em um estudo realizado na populagéo brasileira,
espécies de Pseudomonas foram detectadas em 12,5% e as enterobactérais em 20% das
amostras avaliadas (BARBOSA er al., 2001). A espécie P. aeruginosa foi encontrada em
36% dos isolados (BARBOSA et al., 2001). A alta prevaléncia em algumas populacdes pode
ser ocasionada pela ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados, higiene inadequada e uso

indiscriminado de antibidticos, o que levaria ao super crescimento ou coloniza¢do na drea



76

subgengival (SLOTS et al., 1991; ALI et al., 1994;). Também foi demonstrada uma
prevaléncia de 10,2% em pacientes com periodontite refratiria (SLOTS, RAMS &
LITSGARTEN, 1988). Enterobactérias e espécies de Pseudomonas sao menos susceptiveis a
acdo da clorexidina, bem como ao debridamento mecénico e cirurgia periodontais do que os
microorganismos encontrados na cavidade oral (SLOTS, RAMS & LITSGARTEN, 1988;
SLOTS et al., 1991). Essas espécies também apresentam resisténcia a muitos antibioticos,
inclusive a aqueles comumente utilizados no tratamento da periodontite refrataria, como a
amoxicilina, tetraciclina e o metronidazol (SLOTS, FEIK & RAMS, 1990). P. aeruginosa
possui vdrios fatores de viruléncia que podem contribuir para a progressio da doenca
periodontal (SLOTS, RAMS & LITSGARTEN, 1988), isto €, € um microorganismo invasor
de tecidos (BODEY et al, 1983) e produz leucotoxinas extracelulares (POLLACK &
ANDERSON, 1978; BALTCH et al., 1985).

O patégeno S. aureus foi detectado em aproximadamente 14% das amostras de
biofilme subgengival examinadas pelo método do checkerboard, sendo 19% em pacientes
com periodontite. Seus niveis também foram bastante elevados no grupo com doenga
periodontal (3,7 x 10* células). Quando espécies de Staphylococcus foram isoladas das
amostras de biofilme subgengival, a grande maioria das amostras isoladas de pacientes com
periodontite como dos pacientes controles era S. epidermidis (75% e 69,2%, respectivamente).
A espécie S. aureus foi detectada em 20,8% das amostras isoladas de pacientes com
periodontite e em 7,7% dos pacientes com saidde periodontal. Em relagdo as espécies de
Staphylococcus, hd uma grande controvérsia se estas espécies sio membros residentes da
microbiota oral. Poucos s@o os estudos que avaliaram o papel dessas espécies na saide ou
doencgas orais. Em uma elegante revisao, Smith, Jackson e Bagg (2001) reportaram que o S.
aureus e os Staphylococcus coagulase-negativos tém sido isolados tanto de biofilme dental

supragengival, como de biofilme subgengival (RAMS, BABALOLA & SLOTS, 1990;
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DAHLEN & WIKSTROM, 1995; PIOCHI & ZELANT, 1995; KAMMA, NAKOU &
BACHNI, 1999) e préteses dentérias de individuos com satde ou infeccdo oral. Estudos t€m
demonstrado que a freqiiéncia de espécies do género Staphylococcus na cavidade oral pode
variar de acordo com a condicdo oral. Em adultos sauddveis, a prevaléncia dessas espécies
tem variado de 17% a 100% (PERCIVAL, CHALLACOMBE & MARSH, 1991; KIM, YOU
& KIM, 1995; JACKSON et al., 1999), sendo S. aureus detectado em 24-36% dos individuos.
O uso de préteses dentdrias parece favorecer a colonizagéo por S. aureus. Altas propor¢des de
Staphylococcus também tém sido reportadas em diversas infeccdes orais, incluindo mucosite,
queilite angular, gengivite, periodontites e perimplantites (DAHLEN er al., 1982;
THEILADE, BUDTZ-JORGESEN & THEILADE, 1983; THEILADE & BUDTZ-
JORGESEN, 1988). Em criangas, a prevaléncia de Staphylococcus na cavidade oral variou de
64-84%, sendo 33% de S. aureus MIYAKE et al., 1991). Esses autores observaram que 19%
dos isolados produziam toxina exfoliativa e 40% produziam enterotoxinas. Espécies de
estafilococos também podem disseminar da cavidade oral para outras partes distantes do
organismo, causando infecgdes sérias nesses sitios, especialmente em pacientes debilitados.
Por exemplo, especula-se que, em pacientes com artrite reumatdide, a alta incidéncia de
infecgOes estafilocdcicas nas articulagdes ou préteses pode estar associada a disseminacio
dessas espécies da cavidade oral para esses sitios, visto que esses pacientes apresentam uma
grande prevaléncia de estafilococos na cavidade oral (SMITH, JACKSON & BAGG, 2001).
No presente estudo, 20% das amostras de S. aureus, e 11,1% das amostras de S. epidermidis
carreavam o gene mecA. O carreamento oral de S. aureus meticilina-resistente (MRSA) tem
sido reportado (MARTIN & HARDY, 1991; OWEN, 1994; TAWARA, HONMA & NAITO,
1996; ROSSI et al., 1997), o que pode implicar em re-coloniza¢do para outros sitios do
organismo ou infeccdo cruzada para outros individuos. Essas espécies resistentes sdo

extremamente dificeis de serem erradicadas da regido de orofaringe de pacientes ou membros
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da equipe hospitalar, necessitando da combina¢do de antimicrobianos sistémicos e topicos,
além do uso tépico de clorexidina (LESSIN, JORDENS & BOWLER, 1996). Logo, devem-se
considerar também métodos preventivos e terapéuticos para eliminacio dessa espécie da
cavidade oral desses individuos. Em pacientes mais idosos e usudrios de protese, observou-se
que S. aureus meticilina-resistente foi detectado em 10% dos casos, ndo sendo eliminado com
agentes de limpeza normalmente utilizados para préteses dentdrias. A eliminacdo de MRSA
desses individuos sé foi eficiente apods esterilizagdo da protese ou reconstrucdo de nova
prétese (TAWARA, HONMA & NAITO, 1996; ROSSI et al., 1997). Ainda mais preocupante
¢ a relativa alta prevaléncia de cepas MRSA na cavidade oral de criangas, o que tem levado a
questionamento se esta espécie ¢ um membro transitério da microbiota ou um colonizador
residente do habitat oral (SMITH, JACKSON & BAGG, 2001). Infelizmente, poucos
trabalhos t€ém focado no papel da cavidade oral como reservatdrio e fonte de infeccdes por
MRSA na comunidade ou ambientes hospitalares.

Muitos estudos tém sugerido a cavidade oral como um reservatério para H. pylori, e
que a falha na eliminacdo dessa espécie da boca pode levar a re-colonizagdo e re-infec¢do do
estdbmago (SHAMES et al., 1989; FERGUSON et al., 1993; MAPSTONE et al., 1993;
NGUYEN et al., 1993; NGUYEN, EL-ZAATARI & GRAHAM, 1995; OSHOWO et al.,
1998; MIYABAYASHI et al., 2000; SONG et al., 2000; AVCU et al., 2001). Outros autores
acreditam que essa bactéria seja apenas transiente no ambiente oral (ASIKAINEN, CHEN &
SLOTS, 1994; CAMMAROTA et al., 1996; OKUDA et al., 2000; OLIVIER et al., 2006). E
possivel que a presenga de H. pylori na cavidade oral seja afetada pela presenca de infeccgio
oral (DYE, KRUSZON-MORAN & MC QUILAN, 2002). A avaliagdo da presenca de H.
pylori na saliva e biofilme subgengival da populacido estudada foi realizada somente através
da técnica de PCR. Nossos resultados estdo em concordancia com os dados da literatura que

demonstram a presenca de H. pylori em diferentes amostras clinicas da cavidade oral,
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particularmente no biofilme subgengival de pacientes com periodontite (NGUYEN et al.,
1993; UMEDA et al., 1993; RIGGIO & LENNON, 1999; DYE, KRUSZON-MORAN & MC
QUILAN, 2002, GEBARA et al., 2004; 2006). A espécie H. pylori foi detectada em 24% de
todas as amostras analisadas. Sua maior prevaléncia foi encontrada no biofilme subgengival
(33,3%) em comparacdo com a saliva (20%). Essa diferenca foi ainda mais significante no
grupo de pacientes com periodontite (saliva = 23.5% X biofilme subgengival = 50%). A
microbiota salivar representa predominantemente a microbiota da lingua. Por outro lado, os
biofilmes supra e subgengivais sdo semelhantes entre si em composi¢do, mas distintos das
microbiotas salivar e das mucosas orais (MAGER et al., 2003). Logo, a baixa prevaléncia de
H. pylori observada na saliva comparada ao biofilme subgengival sugere que essa espécie
prefere o ambiente subgengival para colonizacdo ao invés de outros nichos da cavidade oral.
De fato, Oshowo e colaboradores (1998) nao detectaram essa espécie em nenhuma amostra de
saliva examinada. Outros investigadores reportaram freqii€ncias similares aos nossos
resultados, ou seja, 10% a 23% de H. pylori na saliva (GEBARA et al.,, 2004; 2006). Em
contraste com esses dados, Song e colaboradores (2000) detectaram essa espécie em 55% das
amostras de saliva, porém o status periodontal dos pacientes ndo foi descrito. A complexidade
e diversidade da microbiota juntamente ao processo inflamatdério proporcionam uma grande
variedade de nutrientes e sitios de ligacdo para o estabelecimento desse microorganismo. A
metodologia de cultura, os ensaios imunoldgicos e a utilizacdo de métodos moleculares t€m
demonstrado que certas espécies encontram-se freqiientemente associadas entre si, formando
complexos microbianos especificos no biofilme subgengival (SOCRANSKY et al., 1998).
Espécies geneticamente relacionadas ao H. pylori, tais como Campylobacter spp. juntamente
com espécies de Prevotella e Fusobacterium formam o complexo laranja, o qual precede a
colonizacdo pelo complexo vermelho, composto pelos patégenos periodontais P. gingivalis,

T. denticola e T. forsythia (SOCRANSKY et al., 1998). Esses dois complexos aumentam em
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prevaléncia e niveis em sitios com bolsas periodontais profundas, perda de insercdo e
sangramento a sondagem, estando associados com inflamagdo e destruicdo periodontais
(SOCRANSKY et al., 1998). Logo, espécies dentro do biofilme subgengival estabelecem
inter-relacdes bastante complexas entre si e com o hospedeiro (KOLENBRANDER &
LONDON, 1993). Por exemplo, Andersen, Ganeshukmar e Kolenbrander (1998) reportaram
que as espécies F. nucleatum, Fusobacterium periodonticum e P. gingivalis, membros dos
complexos vermelho e laranja, co-agregam com H. pylori. Fusobacterium spp. t€m sido
descritos como microorganismos-chave no processo de co-agregacao entre diferentes géneros
de bactérias facultativas precursoras na formacgdo do biofilme dental, e espécies anaerdbias
estritas, os colonizadores tardios (KOLENBRANDER & LONDON, 1993). Essas espécies
produzem vdrios metabdlitos, como o formato e fumarato, que s@o usados como fonte de
energia por espécies de Campylobacter € Wollinella (PASTER & GIBBONS, 1986). Assim, a
colonizacdo por Fusobacterium pode favorecer o estabelecimento de H. pylori no meio
ambiente subgengival. Além disso, o biofilme subgengival pode fornecer grandes quantidades
de uréia, a qual pode selecionar espécies produtoras de urease, como o H. pylori. Relagdes
antagonistas também podem ocorrer no biofilme subgengival. Okuda e colaboradores (2003)
observaram que Streptococcus oralis, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus,
Actinomyces naeslundii, P. intermedia e P. nigrescens produzem bacteriocinas contra H.
pylori. Logo, o fato de individuos com boa higiene oral apresentarem menos H. pylori na
cavidade oral poderia ser justificado pela acdo inibitéria dos colonizadores iniciais do
biofilme dental, os estreptococos orais, sobre H. pylori. E importante ressaltar que um dos
objetivos do presente trabalho foi determinar se a cavidade oral poderia ser um reservatorio de
H. pylori, independentemente da presenca de infeccdo gdstrica. Por isso, os pacientes
avaliados neste estudo ndo apresentavam histéria prévia de infeccdo gdstrica em contraste

com a maioria dos estudos reportados na literatura (FERGUSON et al., 1993; GENTA,
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HAMMER & GRAHAM, 1993; MIYABAYASHI et al., 2000; GEBARA et al, 2004).
Berroteran e colaboradores (2002) detectaram H. pylori no biofilme de 15% de pacientes
assintomadticos, enquanto Martinez-Gomes e colaboradores (2006) ndo encontraram essa
espécie em nenhum dos 10 pacientes assintomdticos avaliados. N6s observamos uma
prevaléncia bem mais alta (24%) em nossa populacio assintomatica. Por outro lado, Olivier e
colaboradores (2006) ndo detectaram H. pylori em amostras orais de individuos sem
periodontite, porém portadores de infeccio gastrica por essa bactéria. Um dado interessante
foi reportado por Umeda e colaboradores (2003), os quais demonstraram que um paciente
com bolsas periodontais reteve H. pylori na cavidade oral mesmo apds a erradicacdo deste no
estdmago. Do mesmo modo, Gebara e colaboradores (2004) reportaram que 60% dos
pacientes com doenca periodontal foram positivos para DNA de H. pylori na cavidade oral,
enquanto apenas 10% foram positivos no estdmago apds terapia tripla com antimicrobianos.
Estes achados sugerem que o carreamento desta espécie na cavidade oral ndo parece estar
associado a sua presenca no estdmago, mas sim a existéncia de infec¢ao periodontal.
Diferencas na deteccdo de espécies patogénicas ndo comumente associadas a cavidade
oral observadas na literatura podem resultar de diferencas na populagdo estudada, na condicio
de saude oral, tipo e nimero de amostras clinicas avaliadas e dos métodos de detec¢do. Um
aspecto que deve ser sempre considerado nesses estudos clinicos e microbiolégicos sdo os
critérios de definicdo e classificacdo da doenga periodontal (VAN DER VELDEN, 2005).
Como tem sido sugerido, neste estudo foi realizado o exame periodontal completo
(mensuracgdo de 6 sitios por dente) para uma determinag@o mais precisa da doenga ou saude
periodontal (PAPAPANOU, 1996). Os resultados deste trabalho demonstraram uma
destrui¢do de moderada a avancada nos grupos com periodontite. Além disso, um grande
nimero de amostras/individuos foi avaliado no presente trabalho em relagdo a outros estudos

(DAHLEN et al., 1982; SLOTS, RAMS & LITSGARTEN, 1988; RAMS, BABALOLA &
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SLOTS, 1990; SLOTS et al., 1991; RAMS et al., 1992; ALl et al., 1994; 1996; DAHLEN &
WIKSTROM, 1995; PIOCHI & ZELANT, 1995; KAMMA, NAKOU & BACHNI, 1999;
RIGGIO & LENNON, 1999; BARBOSA et al., 2001; SEDGLEY, LENNAN & CLEWELL,
2004; GEBARA et al., 2004; 2006).

Tanto a doenca periodontal, como as infec¢des causadas pelos patégenos investigados
neste estudo podem ser influenciadas por fatores como idade e sexo. Nenhuma correlagdo foi
observada entre a presenca dessas bactérias e sexo. Em geral, a freqii€ncia desses
microorganismos apresentou uma tendéncia a aumentar com a idade, porém somente H.
pylori teve uma associagao significativa, ainda que pouco expressiva, com este parametro. Em
um estudo epidemioldgico, Dye, Kruszon-Moran e Mc Quillan (2002) encontraram uma
correlacdo significante entre a prevaléncia de H. pylori e doenga periodontal avangada,
mesmo apds ajuste para todos esses fatores demogréficos.

Em relacdo as metodologias, estudos t€m demonstrado que métodos de biologia
molecular sdo mais efetivos que a cultura convencional na detec¢do de espécies patogénicas,
principalmente nos casos de microorganismos fastidiosos, de dificil cultivo e/ou com
caracteristicas fenotipicas muito varidveis (LOESCHE et al,, 1992; RIGGIO et al, 1996;
PAPAPANOU et al., 1997; TANG et al., 1998; PAULE, TRICK & TENNOVER, 2003;
LLEO et al., 2005; PETTI, POLAGE & SCHREKENBERGER, 2005). Em geral, uma maior
freqiiéncia das espécies bacterianas aqui avaliadas foi observada em comparac¢do com estudos
que utilizaram cultura (FERGUSON e al., 1993; DAHLEN & WIKSTROM, 1995;
BARBOSA et al, 2001; SEDGLEY, LENNAN & CLEWELL, 2004). Uma possivel
explicagdo para essas diferencas € a habilidade de métodos moleculares em detectar DNA de
células bacterianas ndo vidveis. No entanto, ¢ muito improvavel que o DNA de células ndo
vidveis possa se manter intacto em um ambiente complexo como o biofilme subgengival ou

saliva por muito tempo (ROBERTS & MULLANY, 2006). Apds a morte celular, a molécula
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de DNA sofre rapidamente a a¢@o de nucleases de outras bactérias e fungos do ambiente oral.
Portanto, essas diferencas estdo mais relacionadas a outros fatores, como a maior
sensibilidade dos métodos moleculares, particularmente o PCR. Este método ainda resultou
em prevaléncias maiores de P. aeruginosa e E. faecalis em amostras de pacientes com
periodontite do que o método do checkerboard. Entretanto, a concordancia das duas técnicas
ndo foi examinada estatisticamente porque as amostras e populacdes de individuos avaliadas
ndo foram as mesmas. A prevaléncia de S. aureus nos pacientes com periodontite foi
semelhante pelos dois métodos. Deve-se ressaltar, porém, que o PCR foi realizado em
amostras clinicas de Staphylococcus, e ndo diretamente nas amostras de biofilme subgengival.
O PCR ¢ um método extremamente dependente dos iniciadores utilizados. Todos os
protocolos de PCR aqui empregados foram otimizados e reportados na literatura (DE VOS et
al., 1997; MASON et al., 2001; GEBARA et al., 2004; ROCAS, SIQUEIRA & SANTOS,
2004). Em relagdo a técnica do checkerboard, uma preocupagdo na interpretagdo dos dados
seria a respeito da sensibilidade e especificidade das sondas de DNA empregadas. A
sensibilidade do ensaio foi ajustada para 10* células de cada espécie através do ajuste da
concentracdo de cada sonda na solug@o de hibridizag¢do. Previamente ao seu uso, as sondas de
DNA foram testadas contra uma bateria de 47 espécies orais e ndo orais em diferentes
concentragdes a fim de se avaliar a especificidade das mesmas. Concluiu-se que quando as
reacOes cruzadas aconteciam, na maioria das vezes, eram entre bactérias de um mesmo género
ou entre espécies relacionadas e eram bastante limitadas. Quando analisamos as intensidades
dos sinais, observamos que as reagdes cruzadas ocorreram numa razdo de 1/100 ou 1/1000
entre a cepa homdloga e heterdloga. Por exemplo, o sinal produzido pela hibridizacdo da
sonda de E. coli com 10’ células da mesma cepa equivalia 2 intensidade de um sinal resultante
da hibridizacio desta sonda com 10’ células de Klebsiella pneumoniae (uma das cepas

testadas). E possivel que reagdes cruzadas com espécies do mesmo género, porém ainda nio
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identificadas ou ndo cultivdveis ocorram no biofilme subgengival. Isso resultaria em uma
maior prevaléncia e aparecimento de resultados falso-positivos. Entretanto, deve-se ressaltar
que as prevaléncias das espécies bacterianas aqui avaliadas foram maiores pelo método do
PCR do que pelo checkerboard. Além disso, quando a cultura foi utilizada para o S. aureus,
por exemplo, freqiiéncias similares foram observadas tanto com o PCR como com o
checkerboard. Uma vantagem da técnica do checkerboard foi a identificagdo simultinea de
varios microorganismos em um ndmero grande de amostras de biofilme subgengival.
Meétodos tradicionais de cultura e identificacdo inviabilizariam este trabalho, devido ao alto
custo e tempo requeridos por essas técnicas, subestimando muitas vezes a prevaléncia dessas
bactérias (LOESCHE et al., 1992; PAPAPANOU et al., 1997). Outra caracteristica desta
técnica é a possibilidade de semi-quantificacdo das espécies detectadas nas amostras. Por
exemplo, a prevaléncia de E. faecalis foi maior do que P. aeruginosa em pacientes com
periodontite, mas os niveis de P. aeruginosa foram bem mais elevados do que de E. faecalis
nesses mesmos pacientes (Figuras 8 e 9). Ainda em relagdo a questdes metodoldgicas, muitos
trabalhos reportam somente a presenga ou auséncia dessas espécies através da utilizacdo de
meios seletivos, o que torna dificil a comparagdo de resultados entre grupos de pacientes. A
maioria dos dados estd relacionada a amostras de raspado de bochecha e saliva, com
informagd@o insuficiente em relacdo as amostras de biofilme dental, devido a grande
dificuldade na coleta e processamento dessas amostras.

A grande diversidade de superficies na cavidade oral fornece indmeros sitios
ecolégicos para colonizacdo com uma grande variedade de microorganismos, incluindo
espécies patog€nicas de importancia médica (MAGER et al., 2003). Na presenca de infeccio
periodontal, o estabelecimento destas espécies parece ser favorecido pela presenga de uma
microbiota oral subgengival complexa e inflamagdo periodontal (SOCRANSCKY et al.,

1998). O atual conhecimento do papel desses microorganismos patogé€nicos na microbiota
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oral de pacientes com periodontite e sadde periodontal, bem como no risco ao
desenvolvimento de infecgdes sist€micas ainda € incompleto. Entretanto, sabe-se, por
exemplo, que quando essas espécies crescem em biofilme, como o biofilme subgengival,
tendem a ser menos susceptiveis a acdo dos antimicrobianos e ao sistema imune, resultando
no surgimento de focos de infeccio e re-infec¢do e insucesso terapéutico (SMITH, JACKSON
& BAGG, 2001). Logo, estudos longitudinais futuros sdo necessarios para saber se a presencga
destes patdgenos € transiente ou permanente. Esses trabalhos poderdo orientar clinicos e
pesquisadores quanto a prevencdo do carreamento oral desses microorganismos patogénicos,
contribuindo para o desenvolvimento de estratégias profildticas e terap€uticas que diminuirdo
o risco de disseminacdio e infecgdes sist€micas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. Mais ainda, reforcardo a importancia dos cuidados com a manuten¢io
da saude periodontal.

Os resultados do presente trabalho reforcam o conceito da cavidade oral como
reservatério de microorganismos patog€nicos de importancia médica, especificamente A.
baumannii, E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus S. epidermidis e H. pylori. Em

particular, a prevaléncia dessas espécies mostrou uma marcante associacdo com a presenca de

infecg@o periodontal.
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6. CONCLUSOES

Em geral, todas as espécies patogé€nicas investigadas (A. baumannii, E. coli, E. faecalis, H.

pylori, P. aeruginosa S. epidermidis e S. aureus) foram detectadas com relativa freqii€ncia na

microbiota oral da populagdo avaliada neste estudo.
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As espécies bacterianas A. baumannii, E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa e S. aureus
avaliadas pela hibridizagdo com sondas gendmicas de DNA e a metodologia do
Checkerboard apresentaram uma alta prevaléncia e niveis elevados em amostras de
biofilme subgengival de pacientes com periodontite em relacio aos individuos com satide
oral;

As espécies E. faecalis, H. pylori e P. aeruginosa analisadas pelo PCR foram
significantemente mais prevalentes na saliva e biofilme subgengival de pacientes com
periodontite em comparacdo aos individuos com satide periodontal;

Na metodologia de cultura, a espécie mais isolada do biofilme subgengival dos dois
grupos clinicos avaliados foi S. epidermidis. A espécie S. aureus foi mais isolada de
pacientes com periodontite em relacdo aos controles. Tanto S. epidermidis como S. aureus
carreadores do gene mecA foram isolados somente em pacientes com periodontite;

Todas as espécies avaliadas no presente estudo apresentaram correlagdo positiva com os
parametros clinicos de inflamacéo e destrui¢io periodontais, sugerindo um possivel papel

na progressao da doenca periodontal.
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Anexo 1

&

|

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - INSTITUTO DE
MICROBIOLOGIA /FACULDADE DE ODONTOLOGIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado Senhor e Senhora,

A pesquisa da qual vocé estd sendo convidado a participar visa identificar e caracterizar as
doengas que afetam as gengivas e o 0sso que suportam os dentes na boca, denominadas DOENCAS
PERIODONTAIS. As doengas periodontais sdo infec¢des causadas pelo acimulo de bactérias
especificas presentes na placa dental bacteriana, localizada abaixo da gengiva, o que leva a uma
inflamacdo e possivel perda do dente. Esta doenga afeta principalmente adultos, mas também pode
ocorrer em individuos jovens e criangas. Ela se manifesta pela inflamacido da gengiva, com sangramento e
vermelhiddo gengival, presenca de tartaro e placa dental (massa branca aderida ao dente), dor, presenca ou
n3o de pus e mobilidade (“amolecimento”) do dente. Além das bactérias, outros fatores podem favorecer
o aparecimento desta doenga, como o fumo, stress, diabetes e a composigio genética do paciente. Alguns
individuos possuem genes especificos no seu cromossomo que podem aumentar sua chance de
desenvolver a doenga. Por isso, este estudo ira avaliar as bactérias encontradas na placa dental ¢ alguns
genes especificos que possam ter alguma influéncia nessas doencgas. Para participar deste estudo ¢é
necessario ter doenga periodontal (sangramento, vermelhidido e inchago da gengiva, dente
amolecido, dor, presenga de tartaro), nio estar gravida nem amamentando, estar com boa saude geral,
n3o ter tido tratamento para as gengivas ou ter tomado antibidticos nos tltimos 6 meses. O protocolo da
pesquisa envolve inicialmente um exame clinico oral (exame da gengiva e dentes para avaliar inflamagio
e presenca de placa dental ou tartaro) e radiografico de todos os dentes. Além disso, a placa dental
bacteriana serd removida com uma cureta periodontal estéril (usada para remogdo de tartaro) dos dentes
mais doentes. A saliva (que contém grandes quantidades de células da bochecha) também sera coletada
num recipiente plastico para a identificacdo dos genes especificos do paciente. Os individuos selecionados
que aceitarem participar desse estudo receberdo tratamento periodontal gratuito, consistindo de
limpeza dos dentes para remocio da placa dental e tartaro, e controle da higiene oral. O estudo tera uma
duragdo de 6-8 meses e envolvera de 6-12 visitas de aproximadamente 1 hora, sendo que haverd uma
reavaliacdo aos 3 e 6 meses ap6s o tratamento. Todos os exames e tratamento serdo feitos com material
estéril e equipamento odontolégico adequados na Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia da
UFR]J, por alunos treinados sob supervisio dos professores responsaveis. Pacientes que necessitarem de
outros tratamentos serdo encaminhados as diferentes especialidades da Clinica Integrada de Graduacéo.
Os procedimentos deste estudo envolvem exames clinicos e tratamento de gengiva que sao normalmente
feitos no consultério dentirio e nio implicam em nenhum risco maior ao paciente. Os participantes terdo
como beneficio o tratamento odontolégico por profissionais especializados, sem custos, assim como um
melhor conhecimento do seu estado de saide oral e geral. Os resultados de seus exames serdo
confidencias e vocé podera requisitd-los quando quiser.Finalmente, vocé estara a vontade para desistir de
participar desse estudo, a qualquer momento, sem prejuizo ao seu tratamento. Portanto, uma vez tendo
lido e entendido tais esclarecimentos, solicitamos que vocé date e assine esse formulario de
consentimento.

Declaro tet lido e entendido os termos da presente pesquisa e, portanto, consinto em participar, abaixo
assinado,

Rio de Janeiro ,

Assinatura do paciente
Nome tel:

ANA PAULA VIEIRA COLOMBO (TELEFONES DE CONTATO: 21 2537-6815/ 21 91539474)
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Anexo 3
FACULDADE de Odontologia - FICHA DE ANAMNESE
Nome: Data de Nascimento: ___/_ /_
Endereco:
Telefone: HEstado
civil: Profissao:
Questionario Médico
1. Nome do seu médico: Telefone:
2. Data do ultimo exame médico:
3. Voce ja foi hospitalizado(a)? Sim Nio NS
4. Em caso de resposta positiva, qual o motivo?
5. Vocé esta sob cuidados médicos? Sim Nio NS
6. Em caso de resposta positiva, qual o motivo?
7. Vocé tem ou ja teve alguma das seguintes condi¢des:
a) Doengas congénitas do coragdo? Sim Nao NS
b) Doencas cardiacas (ex.: enfarte, angina, derrame, pressao alta, pressio baixa)? Sim Niao NS
® Respiracgao dificil quando deitado ou sem fazer esforgo? Sim Nio NS
® Inchaco nos pés ou nos tornozelos? Sim Nio NS
® Dor, pressio ou mal estar no peito? Sim Niao NS
¢) Febre reumatica? Sim Nio NS
d) Endocardite bacteriana? Sim Nio NS
e) Sopro no coragao? Sim Nio NS
f) Desmaios convulsdes ou epilepsia? Sim Nio NS
@) Dor de cabeca freqliente (2 ou mais  por semana)? Sim Nio NS
h) Tratamento nervosor Sim Nio NS
1) Problemas pulmonares (ex.: tuberculose, asma, enfisema, bronquite)? Sim Nio NS
) Hepatite, doengas hepaticas, ictericia? Sim Nio NS
k) Artrite ou dores articulares? Sim Nio NS
) Doengas sexualmente transmissiveis (ex.: sifilis, gonorréia, AIDS)? Sim Nio NS
m) Diabetes? Sim Nio NS
® Demora na cicatrizacdo dos ferimentos? Sim Nio NS
® Vocé urina mais de seis vezes por dia? Sim Nio NS
® Vocé sente sede a maior parte do tempor Sim Nio NS
n) Problemas sangiiineos (ex.: anemia, fragilidade capilar, coagulacdo, sangramento, hemoptise, melena,
hematemese, hemoturia, epistaxes) Sim Niao NS
0) Ulceras ou outros problemas estomacais? Sim Nio NS
p) Reacdo alérgica a: anestésicos, antibidticos (ex.: penicilina, tetraciclina), sulfa, analgésicos, anti-
inflamatorios, tranqtilizantes, outros (ex.: alimentos, iodo, poeira)? Sim Nio NS
8. Voceé ja sofreu transfusio sangtinear Sim Nio NS
9. Vocé esta tomando algum medicamento (listar nas observagoes)? Sim Nio NS
10. Vocé teve um aumento ou diminui¢io acentuada do pesor Sim Nio NS
11. Vocé teve uma variagdo recente no apetite? Sim Nio NS
12. Vocé softreu tratamento com raios X, radio ou cobalto? Sim Niao NS
Somente para mulheres
13. Vocé esta gravida? Sim Nio NS
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14. Em caso de resposta positiva, hia quantos meses?

115

15. Vocé ja passou pela menopausa?

16. Vocé esta tomando algum hormonio?

Nome do seu dentista:

Freqiiéncia de visitas ao dentista:

1

2

3. Data da dltima visita ao dentista:
4. Historia das extracoes:

a) Causa provavel das extragoes:

b) Data da ultima extracdo:

c) Voce teve reacdes adversas durante ou apds alguma extragio dentaria

d) Vocé teve sangramento excessivo ap6s alguma extracdo dentaria?
5. Suas gengivas sangram?

6. Vocé ja teve algum abscesso periodontal ou GUNA?

7. Vocé ja fez algum tratamento periodontal?
8

Em caso de resposta positiva, qual?

Sim Nio NS
Sim Nio NS
Questionario Odontolégico
Telefone:
Sim Nao NS
Sim Nio NS
Sim Nao NS
Sim Nio NS
Sim Nzo NS
Sim Nio NS

9. Vocé ja teve algum tratamento ortodonticor

10. Em caso de resposta positiva, listar data do tratamento, condi¢do tratada, e tempo de duracio do

tratamento:

11. Vocé ja fez algum tratamento de canal? Sim Niao NS
12. Em caso de resposta positiva, data do tratamento de canal:

13. Voceé usa ou ja usou alguma prétese dentaria? Sim Niao NS
14. Em caso de resposta positiva, citar idade da prétese em uso:

15. Histéria dentaria familiar:

a) Alguém em sua familia tem ou teve doenca periodontal? Sim Nao NS
b) Alguém em sua familia teve perda precoce dos dentes? Sim Nio NS

¢) Em caso de resposta positiva, listar quem e possiveis
causas:

16. Vocé costuma respirar pela boca? Sim Nio NS
17. Vocé range os dentes? Sim Niao NS
18. Quantas vezes vocé escova os dentes por dia?

19. Alguém ja lhe ensinou a escovar os dentes? Sim Niao NS
20. Voce usa fio dental? Sim Niao NS

21. Voce esta usando ou ja usou algum medicamento para tratar de problemas dentarios? Sim Nao NS

22. Em caso de resposta positiva, que medicamento, quando usou e condicio que levou ao

uso:
23. Vocé fumar

Sim

24. Em caso de resposta positiva, quantos cigarros por dia?

Nio

25. Caso vocé seja ex-fumante, a quanto tempo parou, por quanto tempo fumu, e quantos cigarros

costumava fumar?

/ /

Assinatura

Data
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Summary

Helicobacter pylori has been associated with the development of peptic ulcers and gastric cancer.
Although the oral cavity may be a source of transmission, it is unknown whether the oral habitats act
as permanent reservoirs for this bacterium, particularly in the presence of periodontal infection. The
purpose of this study was to evaluate the prevalence of H. pylori by polymerase chain reaction (PCR)
in subgingival biofilm and saliva of patients with periodontal disease. Samples were obtained from 56
periodontally healthy and 169 periodontitis subjects. DNA was extracted from the samples and
detection of H. pylori was carried out by PCR using the JW22/23 primers. In general, H. pylori was
detected in 24% of all samples evaluated. A significant higher prevalence of H. pylori was observed in
subgingival biofilm (33.3%) compared to saliva samples (20%) (p < 0.05). H. pylori was detected
significantly more often in saliva and subgingival samples of periodontitis patients (23.5% and 50%,
respectively) compared to periodontally healthy subjects (7.3% and 11.4%, respectively; p < 0.05).
The present data showed that H. pylori is frequently detected in the oral microbiota of periodontitis
patients suggesting that periodontal infection may favor the colonization by this species. Close
attention should be given to these patients regarding the risk for development and recurrence of gastric

H. pylori infection.

Key Words: Helicobacter pylori; PCR, subgingival biofilm, saliva, periodontitis.

Introduction

Helicobacter pylori is a curved, spiral, or gull-wing shaped microaerophilic, Gram-negative, motile
bacterium with polar-sheathed flagellae. This species is considered to be a pathogen responsible for
gastritis and peptic ulcers, and a risk factor of gastric cancer (7, 12, 14, 35, 39). Approximately 10% of
individuals are affected by gastritis and/or gastric ulcer during their lifetime and over 50% of the
world’s population carries this infection. The mode of transmission of H. pylori is poorly understood,

although the oral-oral, gastric-oral and faecal-oral routes are possible (22). The natural reservoir for H.
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pylori is unknown, but researchers have suggested that the primary extragastric reservoir for H. pylori
is the oral cavity (4, 6, 9, 10, 18, 21, 26, 29, 32). Nevertheless, great variability in H. pylori frequency
in the oral microbiota has been shown and some authors failed to find evidence supporting the role of
the oral cavity as a significant reservoir of H. pylori (3, 19, 21, 22, 24, 25, 33). The presence of H.
pylori in the oral cavity raises the question of whether the mouth could be a common source for re-
infection of the stomach after treatment (20, 30). Moreover, it seems conceivable that oral health
status directly or indirectly influences the colonization and the process of H. pylori infection or
recurrence (8). In particular, individuals with periodontal diseases may harbor high proportions and
levels of several bacterial pathogens of medical importance (34). Very few studies have evaluated the
correlation between the prevalence of H. pylori and periodontal diseases (8, 10, 11, 29, 36). Thus, the
aim of this study was to determine the carriage rate of H. pylori in subgingival biofilm and saliva from
patients with different periodontal conditions and no gastric symptoms by polymerase chain reaction

(PCR).

Material and methods

Subject Population and Clinical Examination

Two hundred and twenty five adult subjects who sought dental treatment at the Dental School
of the Federal University of Rio de Janeiro, Brazil, were recruited for the study. Informed consent was
obtained from all enrolled individuals. The study protocol was approved by the Review Committee for
Human Subjects for Human Subjects of the Clementino Fraga filho University Hospital. Exclusion
criteria included gastric symptoms, pregnancy, use of local or systemic antimicrobial agents within 6
months prior to the entry into the study, smoking, diabetes, and other systemic conditions that could
affect the periodontal status. All subjects had at least 10 natural teeth and were over 18 years of age.
Periodontal clinical measurements were performed at six sites per tooth and included probing depth
(PD), clinical attachment level (CAL), presence or absence of supragingival biofilm (SB), bleeding on
probing (BOP) and suppuration (SUP). After initial clinical evaluation, subjects were categorized as

periodontally healthy (N =56) or periodontitis (N = 169). The healthy controls they had no sites with
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PD and/or CAL > 3mm and no more than 10% of sites with BOP. Periodontitis patients presented at
least 10% of teeth with PD and/or CAL > 5 mm, or at least 15% of teeth with PD and /or CAL = 4mm,
and > 10% of sites with BOP. Subjects with evidence of destructive periodontal disease received full
mouth scaling and root planning under local anesthetic and instructions in proper home care

procedures.

Sampling

After removal of supragingival biofilm with a sterile gauze, individual subgingival biofilm
samples were taken from 2 to 6 sites with PD >4 mm in the periodontitis patients, and 3 randomly
selected sites with PD <4 mm and no BOP in the subjects with periodontal health using sterile
periodontal curettes. Each sample was placed in Eppendorf tubes containing 200 pL of TE (Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.6). For saliva samples, patients were not allowed to clean their teeth or to
eat 30 minutes before sampling. They rinsed out their mouths with 10 mL of 0.9% sterile saline for 60
seconds, and the mouthwashes were collected in sterile plastic recipients. All samples were stored in a

freezer at —20 °C.

Isolation of bacterial DNA

Bacterial DNA was extracted from saliva and subgingival biofilm samples according to the
methodology described by Laine et al. (16). Briefly, samples were centrifuged at 300 x g for 10
minutes. The pellet was washed twice in 0.9% saline, re-suspended in 100 mL of 50 mM NaOH and
boiled for 10 minutes. Samples were then neutralized with 14 mL of 1 M Tris (pH 7.5) and centrifuged
at 14.000 x g for 3 minutes. Supernatants were collected and stored at —20 °C until PCR amplification

was performed.
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Detection of H. pylori by PCR

For PCR detection of H. pylori, the pair of primers JW22/JW23 (5°-
CGTTAGCTGCATTACTGGAGA -3" and 5°- GAGCGCGTAGGCGGGATAGTC - 3°) was used
(26). A negative control with no DNA template and a positive control consisting of DNA obtained
from the H. pylori strain ATCC 43629 were used in all reactions. The PCR reaction was performed in
a 25 pL reaction mixture containing 2.5 puL of 10 X PCR buffer (Promega, Madison, WI, USA), 1.5
mM of MgCl,, 0.5 uL of desoxynucleotide triphosphate mixture (final concentration 0.2 mM each
dATP, dCTP, dTTP and dGTP, Promega), 1.25 units of Go Taq (Promega) and 10 pL of DNA
template. The reaction was performed in a thermal cycler Primus 25/96, MWG (Biotech, Ebersberg,
Germany). The initial denaturation step occurred at 94 °C for 5 minutes, and was followed by 40
cycles of denaturation at 94 °C for 1 minute, annealing at 60 °C for 1 minute, extension at 72 °C for 1
minute, and a final extension at 72 °C for 1 minute. The products obtained were analyzed on a 2%
agarose gel electrophoresis performed at 4V/cm in Tris-acetate-EDTA buffer (TAE). The gel was
stained with 0.5 pg/mL ethidium bromide and visualized on an ultraviolet transilluminator. The
expected product after amplification was 295 bp in lenght (Fig. 1). A 100 bp ladder digest (Biolabs,
New England) was used as a standard molecular weight. A pair of ubiquitous bacterial primers (5'-
AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3'and 5-ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT- 3') designed by
Willis et al. (38), which match almost all bacterial 16s RNA genes at the same position but not 18s
RNA genes from eukaryotic cells, was used to indicate the presence of bacterial DNA in the clinical
samples, particularly the ones that were H. pylori-negative. For the reaction using the universal 16S
rDNA primers, PCR amplification included a 25 puL reaction mixture containing 0.2 mM of forward
and reverse universal primers, 2.5 uL of 10X PCR buffer, 2 mM MgCl,, 1.25 U of Go Taq, and 200
mM of each deoxynucleosidetriphosphate (Promega). The PCR temperature profile included an initial
denaturation step at 97°C for 1 min, followed by 30 cycles of a denaturation step at 97°C for 45 s, a
primer annealing step at 55°C for 45 s, an extension step at 72°C for 1 min and a final step of 72°C for
4 min. The presence of bacterial DNA was determined by an amplicon of 1505 bp in size visualized

on a 1.5% agarose gel (Fig 1).
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All statistical tests were performed using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), release 10.0. Full-mouth clinical measurements were computed for each subject and then
average across subjects within the groups. Differences on clinical parameters between groups were
sought using Mann-Whitney and y tests. The frequency of detection of H. pylori was computed for
each sample and subject, and significant differences between groups were sought using the y* and
Fisher’s exact tests. Associations between periodontal parameters and frequency of H. pylori were
examined by correlation coefficient of Spearman. Any difference of p< 0.05 was considered

statistically significant.
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Results

In the present study, we evaluated the presence of H. pylori in saliva and subgingival biofilm
of individuals without gastric symptoms presenting chronic periodontitis or periodontal health using
the PCR technique. The demographic and periodontal clinical features of the subject groups are shown
in Table 1. All clinical parameters of periodontal tissue destruction and inflammation (tooth loss, PD,
CAL, BOP, SB and SUP) were significantly greater in the periodontitis group compared to controls (p
< 0.01; Mann-Whitney test). No significant differences between groups were observed for gender or
age. Overall, H. pylori was detected in 24% of all samples. A higher prevalence of this species was
found in subgingival biofilm (33.3%) in relation to saliva samples (20%; p = 0.03, Fisher’s exact test).
This difference was quite significant within the periodontitis group (saliva = 23.5% versus biofilm =
50%; p = 0.001, Fisher’s exact test). The frequency of H. pylori in both clinical groups is depicted in
Figures 2 and 3. In saliva samples, a significant higher prevalence of H. pylori was observed in
periodontitis subjects (23.5%) compared to periodontally healthy controls (7.3%) (p = 0.027; Fisher’s
exact test, Fig. 2). Likewise, H. pylori was detected significantly more often in subgingival biofilm
samples from periodontitis patients (50%) compared to controls (11.4%) (p < 0.001; Fisher’s exact
test, Fig. 3). Significant positive correlations were observed between presence of H. pylori and PD
(rho = 0.215, p<0.001), CAL (tho = 0.255, p < 0.001), BOP (rho = 0.200, p < 0.001), PL (rho = 0.215,
p <0.001), and SUP (rho =0.217, p < 0.001).
Discussion
Studies have suggested that the oral cavity may be a reservoir for H. pylori, and that failure to
eliminate this species from the mouth could lead to recolonization and reinfection in the stomach (4, 9,
18, 20, 21, 22, 26,30, 32, 33). Other authors believe that this bacterium has only a transient presence in
the oral environment (3, 6, 23, 25). It is possible that the prevalence of H. pylori in the oral cavity is
affected by the presence of oral infection (8). Data correlating periodontal infection and H. pylori
colonization are limited (8, 10, 11, 29, 36). Our results support the data in the literature showing the
presence of H. pylori in different clinical samples from the oral cavity, particularly in subgingival

biofilm of patients with chronic periodontitis and poor oral hygiene (8, 10, 11, 21, 29, 36). Riggio &
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Lennon (29) observed H. pylori in the subgingival biofilm of 38% of the individuals with
periodontitis, whereas Gebara et al. (10) and Dye et al. (8) detected the bacterium in 26.6% and 41%
of these patients, respectively. The great diversity of biological surfaces in the oral cavity provides
many ecological sites for colonization with a variety of bacterial species (17). The salivary microbiota
represents mostly the dorsal and lateral surfaces of the tongue. In contrast, the biofilms colonizing the
supra and subgingival area of the teeth are somewhat similar to each other but quite different from the
microbiotas on the oral soft tissue surfaces and in saliva (17). Thus, the lower prevalence of H. pylori
observed in saliva compared to subgingival biofilm samples suggest that this species may prefer the
subgingival microenvironment than other niches in the oral cavity for colonization. In fact, Oshowo et
al. (26) did not find this bacterium in any saliva sample they examined. Other investigators have
reported similar frequencies (10% to 23%) of H. pylori in saliva (10, 18). Conversely, Song et al. (32)
detected this species in 55% of saliva samples, but the periodontal status of the patients was not
reported. One could argue that the periodontal pocket presents a very rich environment for the
colonization of H. pylori. The complex and diverse microbiota together with the persistent
inflammatory process may provide a wide range of nutrients and binding sites for the establishment of
this microorganism. Close related species such as the Campylobacter spp. have been shown to
increase in frequency and levels in sites with deep PD, loss of periodontal attachment and BOP (31).
These species and species of Prevotella and Fusobacterium have been described as members of the
“orange complex” (31). This microbial complex sets the stage for the colonization by another
complex, the “red complex”, consisting of three periodontal pathogens (Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola, Tannerella forsythia). These two complexes have been associated with
periodontal inflammation and tissue destruction (31). Thus, species within the subgingival biofilm
present quite complex interrelationships (15). For instance, Andersen et al. (2) reported that
Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum and Porphyromonas gingivalis, members of
the orange and red complexes, were found to coaggregate with H. pylori. Fusobacterium spp. have
been described as key microorganisms in the process of co-aggregation among different genera of
facultative bacteria, precursors of the dental biofilm formation, and strictly anaerobic bacteria, the

following colonizers (15). These species produce several metabolites such as formate and fumarate
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that are utilized as energy source by species of Campylobacter and Wollinella (28). Thus, colonization
by Fusobacterium does seem to favor the establishment of H. pylori in the periodontal environment.
Moreover, subgingival biofilm can provide significant amount of urea, which can select for urease-
producing bacteria such as H. pylori. Antagonistic relationships may also occur within the subgingival
biofilm. Okuda et al. (24) observed that Streptococcus oralis, Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Actinomyces naeslundii, Prevotella intermedia and Prevotella nigrescens produce
bacteriocin-like inhibitory proteins against H. pylori. The fact that good oral hygiene patients harbor
less H. pylori in their mouth could also be explained by this inhibitory activity of dental biofilm early
colonizers such as oral streptococci over that species. Clinically, our control subjects demonstrated
minimal signs of dental biofilm accumulation and gingival inflammation (Table 1) compatible with

adequate oral hygiene.

Differences in the frequency of H. pylori oral carriage observed in the literature may result
from differences in the study population, oral status, H. pylori infection, type and number of clinical
samples, and methods of detection. One aspect that should be considered regarding these differences
is the classification of periodontal disease. This has been a controversial issue in many clinical or
microbiological studies in Periodontology (37). Only Dye et al. (8) and Gebara et al. (10) reported the
criteria for defining periodontitis. As it has been suggested (27), we performed a full mouth clinical
examination (6 sites per tooth) in order to determine more precisely periodontal disease or health.
Our results clearly demonstrated a moderate to advanced periodontal destruction in the diseased
subjects (Table 1). In addition, except for the paper by Dye et al. (8) who evaluated over 4,000
subjects, we have examined a much larger number of samples/patients in comparison to other
investigations (10, 11, 19, 29). Regarding the detection method employed, PCR has been shown to be
a very sensitive method for H. pylori detection, although specificity and sensitivity may vary among
sets of primers (6) The primers used in this study (JW22 and JW23) have been previously tested for
their specificity and sensitivity (10, 11, 19, 29, 36). Both periodontitis and H. pylori infection may be
influenced by some risk indicators such as age, gender, ethnicity and socio-economic status (1, 13).

Associations between age or gender and the frequency of H. pylori demonstrated a slightly greater
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prevalence in males (31%) than in females (21%), as well as in older individuals (> 50 years of age;
31%) in relation to younger patients (18 — 30 years of age; 13.5%), although these differences were
not significant. In a large epidemiological study, Dye et al. (8) found a significant association between
the prevalence of H. pylori and advanced periodontal disease even after adjusting for these

sociodemographic factors.

In the current investigation, our main goal was to determine whether the oral cavity could act
as a reservoir for H. pylori regardless infection in the stomach. Furthermore, we wanted to associate
this carriage state with the presence of periodontal infection. Therefore, we evaluated patients who
reported no history of gastric symptoms related or not to H. pylori infection, in contrast to most of the
studies reported (9, 10, 21, 20, 32, 33). Berroteran et al. (5) detected H. pylori in biofilm of 15% of
asymptomatic subjects studied., while Martinez-Gomes et al. (19) did not detected this bacterium in
any of the 10 non-dyspeptic subjects evaluated. We found a much higher overall prevalence (24%) in
our non-dyspeptic population. Conversely, Olivier et al. (25) did not detect H. pylori in dental samples
from non-periodontitis subjects who tested positive in the stomach biopsies. Interestingly, Umeda et al.
(36) have reported that a patient with periodontal pockets retained H. pylori in the oral cavity even
after eradication of the bacterium from the stomach. Similarly, Gebara et al. (11) showed that 60% of
patients with periodontal disease were still positive for DNA of H. pylori in their mouths, whereas only
10% were positive in the stomach after triple therapy. These controversial findings may suggest that
the frequency of H. pylori in oral cavity is more related to the presence of periodontal disease than to

the existence of gastric infection.

Although the oral cavity has been shown to be a reservoir for H. pylori, our findings provide
additional evidence for the role of subgingival biofilm of periodontitis patients as a source of infection.
Considering that eradication of this species from dental biofilm may be limited, close attention should
be given to periodontitis patients who may harbor H. pylori in the oral cavity in order to reduce the

risk for development of infection in the stomach.



132

Acknowledgments
This work was supported in part by National Council for Scientific and technological Development
(CNPq), Foundation for Research Finantial Support in the State of Rio de Janeiro (FAPERJ) and

Program of Research Support for Groups of Excellence (PRONEX), Brazil.

References

1. Albandar JM. Epidemiology and risk  factors of  periodontal diseases.
Dent Clin North Am 2005: 49: 517-532.

2. Andersen RN, Ganeshkumar N, Kolenbrander PE. Helicobacter pylori adheres selectively to
Fusobacterium spp. Oral Microbiol Immunol 1998: 13: 51-54.

3. Asikainen S, Chen C, Slots J. Absence of Helicobacter pylori in subgingival samples determined
by polymerase chain reaction. Oral Microbiol Immunol 1994: 9: 318-320.

4. Avcu N, Avcu F, Beyan C, Ural A, Kaptan K, Ozyurt M. The relationship between gastric-oral
Helicobacter pylori and oral hygiene in patients with vitamin B-12 deficiency anemia. Oral surg Oral
Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2001: 92: 166-169.

5. Berroteran A, Perrone M, Correnti M, Cavazza, ME, Tombazzi C, Lecuna V. Detection of
Helicobacter pylori DNA in the oral cavity and gastroduodenal system of a Venezuelan population. J
Med Microbiol 2002: 51: 764-770.

6. Cammarota G, Tursi A, Montalto M, Papa A, Veneto G, Bernardi S. Role of dental plaque in the
transmission of Helicobacter pylori infection. J Clin Gastroenterol 1996: 22: 174-177.

7. Dixon MF. Helicobacter pylori and peptic ulcerationdp Histophatological aspects. J Gastroenterol
Hepatol 1991: 6: 125-130.

8. Dye BA, Kruszon-Moran D, Mc Quillan D. The relationship between periodontal disease attributes
and Helicobacter pylori infection among adults in the United States. Am J Public Health 2002: 92:
1809-1815.

9. Ferguson DA, Jr Chuanfu LI, Patel NR, Mayberry WR, Chi DS, Thomas E. Isolation of

Helicobacter pylori from saliva. J Clin Microbiol 1993: 31: 2802-2804.



133

10. Gebara ECE, Pannuti C, Faria CM, Chehter L, Mayer MPA, Lima, LAPA. Prevalence of
Helicobacter pylori detected by polymerase chain reaction in the oral cavity of periodontitis patients.
Oral Microbiol Immunol 2004: 19: 277-280.

11. Gebara ECE, Faria CM, Pannuti C, Chehter L, Mayer MPA, Lima LAPA. Persistence of
Helicobacter pylori in the oral cavity after systemic eradication therapy. J Clin Periodontol 2006: 33:
329-333.

12. Genta RM, Hammer HW, Graham DY. Gastric lymphoid follicles in Helicobacter pylori infection:
Frequency, distribution, and response to triple therapy. Hum Pathol 1993: 24: 577-583.

13. Goodman KJ, Correa P. The transmission of Helycobacter pylori. A critical review of the
evidence. Int J Epidemiol 1995: 24: 875-877.

14. Graham DY. Helicobacter pylori: Its epidemiology and its role in duodenal ulcer disease. J
Gastroenterol Hepatol 1991: 6: 105-113.

15. Kolenbrander PE, London J. Adhere today, here tomorrow: oral bacterial adherence. J Bacteriol
1993: 175: 3247-3252.

16. Laine MJ, Farre MA, Crusius BA, Pena S. The mouthwash: an non- invasive sampling method to
study cytokine gene polymorphisms. J. Periodontol 2000: 71: 1315-1318.

17. Mager DL, Haffajee AD, Socransky SS. Effects of periodontitis and smoking on the microbiota of
oral mucous membranes and saliva in systemically healthy subjects. J Clin Periodontol 2003: 30:
1031-1037.

18. Mapstone NP, Lynch DAF, Lewis FA, Axon ATR., Tompkins DS, Dixon MF. Identification of
Helicobacter pylori DNA in the mouths and stomachs of patients with gastritis using PCR. J Clin
Pathol 1993: 46: 540-543.

19. Martinez-Gomes J, Diouf A, Lakhssassi N, Sixou M. Absense of Helicobacter pylori in the oral
cavity of 10 non-dyspeptic subjects demonstrated by real-time polymerase chain reaction. Oral
Microbiol and Immunol 2006: 21: 407-410.

20. Miyabayashi H, Furihata K, Shimizu T, Ueno I, Akamatsu T. Influence of oral Helicobacter
pylori on the success of eradication therapy against gastric Helicobacter pylori. Helicobacter 2000: 5:

30-37.



134

21. Nguyen AM, Engstrand L, Genta RM, Graham DY, El-Zaatari FAK. Detection of Helicobacter
pylori in dental plaque by reverse transcription polymerase chain reaction. J Clin Microbiol 1993: 31:
783-787.

22. Nguyen AM, El-Zaatari FAK, Graham, DY. Helicobacter pylori in the oral cavity. A critical
review of the literature. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 1995: 79: 705-709.

23. Okuda K, Ishihara K, Myura T, Katakura A, Noma H, Ebihara Y. Helicobacter pylori may have
only a transient presence in the oral cavity and on the surface of oral cancer. Microbiol Immunol 2000:
44: 385 - 388.

24. Okuda K, Kimizuka R, Katakura A, Nakagawa T, Ishihara K. Ecological and immunopathological
implications of oral bacteria in Helicobacter pylori-infected disease. J Periodontol 2003: 74: 123-128.
25. Olivier BJ, Bond RP. van Zyl WB, Delport M, Slavik T, Zyadi C, van der Merwe SW. Absence of
Helicobacter pylori within the oral cavities of members of a healthy South African community. J Clin
Microbiol 2006: 44: 635-636.

26. Oshowo A, Gillam D, Botha A, Turnio M, Holton J, Boulos, P. Helicobacter pylori: The mouth,
stomach and gut axis. Ann Periodontol 1998: 3: 276-280.

27. Papapanou PN. Periodontal diseases: epidemiology. Ann Periodontol 1996: 1: 1-36.

28. Paster BJ, Gibbons RJ. Chemotactic response to formate by Campylobacter concisus and its
potential role in gingival colonization. Infect Immun 1986: 52: 378-383.

29. Riggio MP, Lennon A. Identification by PCR of Helicobacter pylori in subgingival plaque of
adult periodontitis patients. ] Med Microbiol 1999: 48: 317-322.

30. Shames B, Krajden S, Fuksa M, Babida C, Penner JL. Evidence for the occurrence of the same
strain of Campylobacter pylori in the stomach and dental plaque. J Clin Microbiol 1989: 27: 2849-
2850.

31. Socransky SS, Haffajee AD, Cugini MA, Smith C, Kent RL. Jr. Microbial complexes in
subgingival plaque. J Clin Periodontol 1998: 25: 134-144.

32. Song Q, Lange T, Spahr A, Adler G, Bode G. Characteristic distribution pattern of Helicobacter

pylori in dental plaque and saliva detected with nested PCR . J] Med Microbiol 2000: 49: 349-353.



135

33. Song Q, Haller B, Ulrich D, Wichelhaus A, Adler G, Bode G. Quantification of Helicobacter
pylori in dental plaque samples by competitive polymerase chain reaction. J Clin Pathol 2000: 53:
218-222.

34. Souto R, de Andrade AFB, Uzeda M, Colombo APV. Prevalence of “non-oral” pathogenic
bacteria in subgingival biofilm of subjects with chronic periodontitis. Braz J Microbiol 2006: 37: 208-
215.

35. Tytgat GN, Noach LA, Rauws EA. Helicobacter pylori infection and duodenal ulcer disease.
Gastroenterol Clin North Am 1993: 22: 127-139.

36. Umeda M, Kobayashi H, Takeuchi Y, Hayashi, J, Mototome-Hayashi, Y, Yano K. High
prevalence of Helicobacter pylori detected by PCR in the oral cavities of periodontitis patients. J
Periodontol 2003: 74: 129-134.

37. Van der Velden U. Purpose and problems of periodontal disease classification.
Periodontol 2000 2005: 39: 13-21.

38. Willis SG, Smith KS, Dunn VL, Gapter, LA., Riviere KH, Riviere GR. Identification of seven
Treponema species in health-and disease-associated dental plaque by nested PCR. J Clin Microbiol
1999: 37, :867-869.

39. Wotherspoon AC, Ortiz-Hidalgo C, Falzon MR, Isaacson PG. Helicobacter pylori —associated

gastritis and primary B-cell gastric lymphoma. Lancet 1991: 338: 1175-1176.

Table 1. Demographic and full-mouth clinical parameters (mean + SD) of Periodontally Healthy (PH)

and Chonic Periodontitis (CP) subjects selected for the study.

PH CP
Parameters (N =56) (N =169)
Age (years) 343112 41 %14

(%) Males 35.5 342



N of missing teeth *

Probing depth (mm) *

Clinical attachment level (mm) *
% sites with:

Bleeding on probing *

Supragingival biofilm *

Suppuration *

0.6+1.5

2.1%£05

22%0.6

19+41

10.1£10

5253

32112

3915

472129

49 £30

3+10

* Refers to p < 0.01, Mann-Whitney test; ' refers to p < 0.01, 3 test.
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Figure 1. Photo of an ethidium bromide stained agarose gel of PCR products for H. pylori detection.
Lanes 1- 100 bp ladder; 2- positive control H. pylori ATCC 43629; 3- H. pylori - positive saliva
sample; 4- H. pylori - negative saliva sample; 5- H. pylori - negative saliva sample positive for
bacterial DNA; 6- H. pylori - positive subgingival biofilm sample; 7- H. pylori - negative subgingival
biofilm sample; 8- H. pylori - negative subgingival bioflm sample positive for bacterial DNA; 9-

negative control.

1 23456 189
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Figure 2. Frequency of detection of Helicobacter pylori in saliva samples from periodontally healthy
(n=56) and chronic periodontitis subjects (n = 169). * Refers to significant difference between groups

(Fisher’s exact test).

Periodontal Health
(N=56)

Chronic Periodontitis
(N=169)

30

% subjects
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Figure 3 . Mean frequency (£SD) of detection of Helicobacter pylori in subgingival biofilm
samples from periodontally healthy (n=56) and chronic periodontitis subjects (n = 169). The
frequency of the bacterium was computed for each patient and average within the groups.

*Refers to significant difference between groups (Mann-Whiteny test).
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Abstract

Background and Aims: Enterococci are increasingly associated with nosocomial infections
and opportunistic infections involving the oral cavity. This study investigated the prevalence
of E. faecalis in subgingival biofilm and saliva of patients with periodontal disease.

Methods: Samples were obtained from 56 periodontally healthy and 169 chronic
periodontitis subjects. DNA was extracted from the samples and detection of E. faecalis was
carried out by polymerase chain reaction.

Results: In general, E. faecalis was detected in 34.9% of all samples evaluated. No significant
difference in prevalence of this species between subgingival biofilm (34.6%) and saliva
(35.1%) samples was observed. E. faecalis was detected significantly more often in saliva and
subgingival samples of periodontitis patients (40.5% and 47.8%, respectively) compared to
controls (14.6% and 17.1%, respectively; p < 0.05). Moreover, significant positive
correlations were observed between the presence of E. faecalis and clinical parameters of
probing depth, clinical attachment level, bleeding on probing and plaque accumulation (p <
0.001).

Conclusion: The present data showed that E. faecalis is frequently detected in the oral
microbiota of periodontitis patients suggesting that periodontal infection may favor the
colonization by this species. Close attention should be given to these patients regarding the

risk for development of E. faecalis infection in other sites of the body.

Key Words: Enterococcus faecalis; subgingival biofilm, saliva, periodontitis, PCR
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1. Introduction

Enterococci are gram-positive cocci that inhabit the gastrointestinal tract, the oral
cavity, and the vagina in humans as normal commensals. They can cause a variety of diseases
in humans, infecting the urinary tract, bloodstream, endocardium, abdomen, biliary tract, burn
wounds, and indwelling foreign devices." Enterococci now rank among the top three
nosocomial bacterial pathogens,2 and strains resistant to currently available antibiotics pose
real therapeutic difficulties.’ Up to 90% of enterococcal infections in humans are caused by
Enterococcus faecalis.

Data on oral prevalence of E. faecalis vary widely in different studies.*'" The
presence of E. faecalis in the oral cavity raises the question of whether the mouth could be a
source for infection with this microorganism. Moreover, it seems conceivable that the oral
status influences directly or indirectly the colonization by E. faecalis.'® For instance,
enterococci were detected in samples from multiple oral sites in 60% of schoolchildren with
high caries activity and 75% of patients with endodontic infection.” More recently, Sedgley
and co-workers’ reported the presence of E. faecalis in 29% of oral rinse samples, 55% of
tongue dorsum and 22% of gingival sulcus samples from 41 endodontic subjects. This species
has been indicated as the species most commonly recovered from teeth with failed endodontic
treatment and persistent infection. th12

In particular, individuals with periodontal diseases may harbor higher proportions and
levels of several bacterial pathogens of medical importance in relation to periodontally
healthy individuals.*'®"® However, very few studies have evaluated the correlation between
the prevalence of E. faecalis and periodontal diseases.*®'? In view of the limited data, the aim
of this study was to determine the carriage rate of E. faecalis in subgingival biofilm and saliva
from patients with periodontal health or chronic periodontitis by polymerase chain reaction

(PCR).
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2. Materials and methods

2.1. Subject Population and Clinical Examination

Two hundred and twenty five adult subjects who sought dental treatment at the Dental
School of the Federal University of Rio de Janeiro, Brazil were recruited for the study.
Informed consent was obtained from all enrolled individuals. The study protocol was
approved by the Review Committee for Human Subjects for Human Subjects of the
Clementino Fraga filho University Hospital. Exclusion criteria included pregnancy, use of
local or systemic antimicrobial agents within 6 months prior to the entry into the study,
smoking, diabetes, and other systemic conditions that could affect the periodontal status. All
subjects had at least 10 natural teeth and were over 18 years of age. Periodontal clinical
measurements were performed at six sites per tooth and included probing depth (PD), clinical
attachment level (CAL), presence or absence of supragingival biofilm (SB), bleeding on
probing (BOP) and suppuration (SUP). After initial clinical evaluation, subjects were
categorized as periodontally healthy (N =56) or periodontitis (N = 169). The healthy controls
had no sites with PD and/or CAL > 3 mm and no more than 10% of sites with BOP.
Periodontitis patients presented at least 10% of teeth with PD and/or CAL > 5 mm, or at least
15% of teeth with PD and /or CAL > 4mm, and > 10% of sites with BOP. Subjects with
evidence of destructive periodontal disease received full mouth scaling and root planning

under local anesthetic and instructions in proper home care procedures.

2.2. Sampling

After removal of supragingival biofilm with sterile gauze, individual subgingival
biofilm samples were taken from 2 to 6 sites with PD >4 mm in the periodontitis patients, and

3 randomly selected sites with PD <4 mm and no BOP in the subjects with periodontal health
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using sterile periodontal curettes. Each sample was placed in Eppendorf tubes containing 200
pL of TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.6). For saliva samples, patients were not
allowed to clean their teeth or to eat 30 minutes before sampling. They rinsed out their mouths
with 10 mL of 0.9% sterile saline for 60 seconds, and the mouthwashes were collected in

sterile plastic recipients. All samples were stored in a freezer at —20 °C.

2.3. Isolation of bacterial DNA

Bacterial DNA was extracted from saliva and subgingival biofilm samples according
to the methodology described by Laine et al." Briefly, samples were centrifuged at 300 x g
for 10 minutes. The pellet was washed twice in 0.9% saline, re-suspended in 100 puL of 50
mM NaOH and boiled for 10 minutes. Samples were then neutralized with 14 pL of 1 M Tris
(pH 7.5) and centrifuged at 14.000 x g for 3 minutes. Supernatants were collected and stored

at —20 °C until PCR amplification was performed.

2.4. Detection of E. faecalis by PCR

For PCR detection of E. faecalis, the pair of primers 5°-
GTTTATGCCGCATGGCATAAGAG -3° and 5°- CCGTCAGGGGACGTTCAG - 3" was
selected.'” A negative control with no DNA template and a positive control consisting of
DNA obtained from the E. faecalis strain ATCC 29212 were used in all reactions. The PCR
reaction was performed in a 50 UL reaction mixture containing 5 UL of 10 X PCR buffer
(Promega, Madison, WI, USA), 2 mM of MgCl,, 1 puL of desoxynucleotide triphosphate
mixture (final concentration 0.2 mM each dATP, dCTP, dTTP and dGTP; Promega), 1.25 U
of Go Taq (Promega) and 10 puLL of DNA template. The reaction was performed in a thermal

cycler Primus 25/96, MWG (Biotech, Ebersberg, Germany). The initial denaturation step
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occurred at 95 °C for 2 minutes, and was followed by 26 cycles of denaturation at 95 °C for 30
seconds, annealing at 60 °C for 1 minute, extension at 72 °C for 1 minute, and a final
extension at 72 °C for 2 minutes. The products obtained were analyzed on a 1.5% agarose gel
electrophoresis performed at 4V/cm in Tris-acetate-EDTA buffer (TAE). The gel was stained
with 0.5 pg/mL ethidium bromide and visualized on an ultraviolet transilluminator. The
expected product after amplification was 310 bp in length. A 100 bp ladder digest (Biolabs,
New England) was used as a standard molecular weight. A pair of ubiquitous bacterial
primers (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' and 5-ACG GCT ACC TTG TTA CGA
CTT- 3") designed by Willis et al."” was used to indicate the presence of bacterial DNA in the
clinical samples, particularly the ones that were E. faecalis-negative. For the reaction using
the universal 16S rDNA primers, PCR amplification included a 25 uL reaction mixture
containing 0.2 mM of forward and reverse universal primers, 2.5 uLL of 10X PCR buffer, 2
mM MgCl,, 1.25 U of Go Taq, and 200 mM of each deoxynucleosidetriphosphate (Promega).
The PCR temperature profile included an initial denaturation step at 97°C for 1 min, followed
by 30 cycles of a denaturation step at 97°C for 45 s, a primer annealing step at 55°C for 45 s,
an extension step at 72°C for 1 min and a final step of 72°C for 4 min. The presence of
bacterial DNA was determined by an amplicon of 1505 bp in size visualized on a 1.5%

agarose gel.

2.5. Statistical Analysis

All statistical tests were performed using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS Inc®.v.10 Chicago, IL, USA). Full-mouth clinical measurements were
computed for each subject and then average across subjects within the groups. Differences on
clinical parameters between groups were sought using Mann-Whitney and X2 tests. The

frequency of detection of E. faecalis was computed for each sample and subject, and
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significant differences between groups were sought using the x* and Fisher’s exact tests.
Associations between periodontal parameters and frequency of E. faecalis were examined by
correlation coefficient of Spearman. Any difference of p< 0.05 was considered statistically

significant.

3. Results

The demographic and periodontal clinical features of the subject groups are shown in
Table 1. All clinical parameters of periodontal tissue destruction and inflammation (tooth loss,
PD, CAL, BOP, SB and SUP) were significantly greater in the periodontitis group compared
to controls (p < 0.01; Mann-Whitney test). No significant differences between groups were
observed for gender or age. Overall, E. faecalis was detected in 34.9% of all samples. No
significant differences in prevalence of this species between subgingival biofilm (34.6%) and
saliva (35.1%) samples were observed (data not shown). The frequency of E. faecalis in both
clinical groups is depicted in Figures 1 and 2. In saliva samples, a significant higher
prevalence of E. faecalis was observed in periodontitis subjects (40.5%) compared to
periodontally healthy controls (14.6%) (p < 0.01; Fisher’s exact test, Fig. 1). Likewise, E.
faecalis was detected significantly more often in subgingival biofilm samples from
periodontitis patients (47.8%) compared to controls (17.1%) (p < 0.01; Fisher’s exact test,
Fig. 2). Significant positive correlations were observed between presence of E. faecalis and
PD (rho = 0.180, p<0.01), CAL (rho = 0.215, p < 0.001), BOP (rho = 0.226, p < 0.001), and

PL (rho = 0.244, p < 0.001).
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4. Discussion

In the last decades, several studies have focused on the relationship between
periodontal diseases and oral bacteria and systemic diseases.'® Likewise, bacterial pathogens
that cause medically important diseases may colonize the oral cavity.‘“o’13 The present
investigation examined subgingival biofilm and saliva samples from patients with chronic
periodontitis and periodontal health for the presence of E. faecalis using the PCR technique.
According to the literature,"'* we detected E. faecalis in a quite high prevalence (34.9%) in
oral samples of all subjects. Conceivably, the frequency of E. faecalis in the oral cavity may
be affected by the presence of oral infection. For instance, clinical studies have shown that

enterococci usually make up a small proportion of the flora in the untreated root canal.'*!

12,17-19

However, enterococci have long been implicated in persistent root canal infections, and

are the predominant species in root canals of teeth with failed endodontic treatment.''"®
Enterococci have also been associated with mucosal lesion in immunocompromised
patients.20 Data correlating periodontal infection and E. faecalis colonization are limited. In
general, the prevalence of E. faecalis in the oral cavity seems to get greater proportions in
individuals with periodontitisfu’10 Our results showed a significantly higher frequency of E.
faecalis in saliva (40.5%) and subgingival biofilm samples (47.8%) from periodontitis
patients compared to periodontally healthy controls (14.6% and 17.1%, respectively),
suggesting that the establishment of E. faecalis seems to be favored by the presence of a
complex subgingival microbiota and periodontal inflammation.”’ Similar data were reported
by Colombo et al.* who examined the presence and levels of E. faecalis in the subgingival

microbiota of untreated periodontitis patients and healthy controls using the checkerboard

method.*” In contrast, Rams et al.® detected E. faecalis in only 1% of early-onset periodontitis
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and 5.1% of chronic periodontitis patients by cultural methods, whereas Souto and co-
workers'® found a much higher prevalence of this species (80%) in a large number of
subgingival biofilm samples from periodontitis patients. In addition, these authors observed
that this bacterium was much more prevalent in healthy sites from periodontitis patients as
compared to sites in periodontally healthy patients.10 Differences in detection of E. faecalis
observed in the literature may result from differences in the study population, oral status, type
and number of clinical samples, and methods of detection. Studies have demonstrated that
molecular biology methods are more effective than culture in detecting enterococci in
different sources.”** There are many possible explanations for the higher frequency of E.
faecalis detected by PCR when compared to culture. One reason is the ability of molecular
methods to detect DNA from dead cells. However, it is highly unlikely that DNA from dead
cells can remain intact in a complex background like the subgingival biofilm or saliva.”> After
cell death, the DNA molecule faces an onslaught of nucleases from other bacteria and fungi in
the environment. Therefore, differences are more likely to be related to other factors, such as
the higher sensitivity of molecular biology methods, particularly PCR. Molecular biology has
emerged as a more effective, accurate and reliable for the detection of bacteria that are
difficult to identify by conventional techniques, usually because of an uncommon phenotypic
behavior,26 and E. faecalis is not an exception.27

Regarding epidemiological parameters, we did not find any correlation between age or
gender and the detection of E. faecalis in this subject population. On the other hand,
significant positive associations between clinical measurements of periodontal destruction and
inflammation (PD, CAL, BOP and PL) and the presence of E. faecalis were obtained. These
results suggest that this species may play a role in the severity and/or progression of
periodontitis. Indeed, oral enterococci produce virulence factors of possible relevance to the

28,29

pathogenesis of periodontitis, including extracellular elastase,® proteases® and
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hemolysins capable of inducing neutrophil leukocyte dysfunctions.’**' Moreover, E. faecalis

may enhance pathogenicity in mixed infections with anaerobic bacteria,” and is capable of

inducing experimental apical periodontitis when in combination with other oral bacteria.”>*

The presence of enterococci in periodontitis lesions may have important
therapeutic implications. Established pathogens in the dental biofilm may be more
difficult to eradicate due to their higher resistance to antimicrobials and
immunological defense mechanisms, increasing the probability of reinfection and
treatment failure.35 Enterococci originating from periodontal sites may seed into the
bloodstream and act as a source for life-threatening septicemias in
immunocompromised patients.”® Furthermore, enterococcal beta-lactamases’ may
impair the efficacy of penicillins in the treatment of periodontitis. In vitro studies have
reported the ability of E. faecalis fo inactivate metronidazole.”® Thus, anaerobic
pathogens in E. faecalis-infected sites may be resistant to metronidazole at levels 4-8

times higher than the normal minimal inhibitory concentrations.”

In summary, the oral cavity has been shown to be a reservoir for E. faecalis. More
importantly, our findings provide additional evidence for the association of this
microorganism with the presence of periodontal infection. Considering that eradication of this
species from subgingival biofilm in deep periodontal pockets may be limited, close attention
should be given to these patients in order to reduce the risk for development of systemic

diseases caused by E. faecalis in other areas of the body.
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Table 1. Demographic and full-mouth clinical parameters (mean £ SD) of Periodontally

Healthy (PH) and Chronic Periodontitis (CP) subjects selected for the study.

Clinical PH CP
Parameters (N =56) (N =169)
Age (years) 343+12 41t 14
(%) Males 35.5 34.2

N of missing teeth * 0.6*+1.5 52+53
Probing depth (mm) * 2.1£0.5 32+11.2
Clinical attachment level (mm) * 22+0.6 39+1.5

% sites with:

Bleeding on probing * 1.9+4.1 47.2+£29
Supragingival biofilm * 10.1 10 49 + 30
Suppuration * 0 3+10

* Refers to p < 0.01, Mann-Whitney test; ' refers to Chi-square test (not significant)
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Figure legends.

Figure 1. Frequency of detection of E. faecalis in saliva samples from periodontally healthy
(n=56) and chronic periodontitis subjects (n = 169). * Refers to significant difference between

groups (Fisher’s exact test).

Figure 2. Frequency of detection of E. faecalis in subgingival biofilm samples from
periodontally healthy (n=56) and chronic periodontitis subjects (n = 169). *Refers to

significant difference between groups (Fisher’s exact test).
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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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