ISSN 1981-3708

Revisao

Patogenos Periodontais: Comparacao entre Cultura Bacteriana e PCR
em Tempo Real para Teste Diagnostico

Periodontal Pathogens: Comparison Between Culture and Real Time PCR for Diagnostic Assay

Telma B. L. BEDRAN', Marianne N. M. NOGUEIRA', Luis C. SPOLIDORIO?, Carlos ESTRELA3, Denise M. P. SPOLIDORIO?,

1- Pés-Graduanda em Diagnostico e Cirurgia, Departamento de Diagnoéstico e Cirurgia, UNESP — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de

Odontologia de Araraquara.

2- Prof. Adjunto, Departamento de Fisiologia e Patologia, UNESP — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia de Araraquara.

3- Doutor e Livre-Docente em Endodontia, Professor Titular de Endodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Goias..

RESUMO

A correta distingao dos microrganismos envolvidos na pato-
génese da doenga periodontal, torna-se importante para o en-
tendimento da sua progressao e adequado plano de tratamento.
Métodos de identificagdo e quantificacao foram desenvolvidos
e sdo considerados extremamente sensiveis e precisos na carac-
terizacdo das espécies bacterianas. Com isso a presente revisao
mostra trabalhos existentes na literatura, os quais analisaram
comparativamente os métodos de Reacdo em Cadeia da Poli-
merase em tempo real (QPCR) e cultura bacteriana com objetivo
na identificagao de periodontopatogenos. Através do método de
cultura bacteriana é possivel a identificagdo de novos microrga-

nismos e realizagdo de testes de sensibilidade a antibioticos. O
qPCR é um teste microbiolégico que identifica e quantifica espé-
cies bacterianas, através da amplificagao génica de fragmentos
de DNA pré-determinados, com alta sensibilidade, especificida-
de e dispendem menor tempo do operador quando comparados
a cultura bacteriana. Assim para a escolha de um determinado
teste diagnostico deve-se levar em consideragao nao somente a
sua precisao na identificagdo dos micro-organismos, mas tam-
bém a relacdo custo-beneficio.

PALAVRAS-CHAVE: Meios de cultura, Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), periodontite.

INTRODUCAO

A periodontite é uma doenca inflamatéria cronica que se ca-
racteriza clinicamente pela destrui¢do dos tecidos de suporte
periodontais, podendo evoluir até a perda do elemento denta-
rio, sendo resultado da interagao entre bactérias presentes no
biofilme subgengival e os tecidos do hospedeiro’. O microam-
biente subgengival da bolsa periodontal é constituido por gran-
de diversidade microbiana, com mais de 700 espécies isoladas
de diferentes individuos, entretanto, poucas espécies estao as-
sociadas com a periodontite??.

Devido a dificuldade na identificacdo de toda a microbio-
ta e o entendimento de como eles interagem entre si e com o
hospedeiro, estudo transversais e longitudinais foram e estao
sendo realizados para tentar elucidar o papel etiologico de di-
ferentes patoégenos periodontais, e formaram evidéncias que
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia, Treponema denticola, Prevotella intermedia e
Fusobacterium nucleatum*>® estao envolvidos na periodontite.
Evidéncias cientificas sugerem ainda que outras bactérias iso-
ladas da microbiota subgengival como Campilobacter rectus, Por-
phyromonas endodontalis, Filifactor alocis, Prevotella tannerae sao
membros residentes da microbiota bucal e podem ser encontra-
dos tanto em pacientes saudaveis como em maior quantidade
em pacientes com a doenga’.

Embora o papel etiolégico dos periodontopatdgenos esteja
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sempre sendo investigado, o uso e utilidade dos testes diagnos-
ticos na identificagdo e quantificagdo dessas bactérias na perio-
dontite sdo controversos. Dessa forma, grande atengao tem sido
dada ao desenvolvimento e aplica¢gao de técnicas especificas,
com o objetivo de contribuir na identificagdo e caracterizagao
de periodontopatégenos, no conhecimento sobre as interagoes
microbianas e a relagao com os fatores clinicos da periodontite
>89, Historicamente o método de cultura é bastante utilizado em
estudos de caracterizagao da composicao da microbiota subgen-
gival e até entdo considerado um método de referéncia classico
em microbiologia. O desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular com o objetivo de detec¢ao de patdgenos periodon-
tais permitiu ndo somente adquirir conhecimento da genética
microbiana, mas também fixou as bases para o desenvolvimento
de técnicas diagnosticas melhoradas como a Reagao em Cadeia
da Polimerase (PCR) e a Reag¢do em Cadeia da Polimerase em
tempo real (qQPCR). Este trabalho teve como objetivo comparar
os métodos diagndsticos utilizados para identificar e quantifi-
car patogenos periodontais, com énfase na cultura bacteriana e
qPCR.

Razées para o diagnostico microbiano em pacientes com
periodontite

Com o progresso alcangado pelas ciéncias bioldgicas e im-
pulsionado pelo desenvolvimento das técnicas de Biologia
Molecular, observou-se grande e importante desenvolvimento
nas diversas areas de conhecimento, como, medicina, medici-
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na veterindria, ciéncias farmacéuticas, odontologia entre outros.
Entretanto, para o diagnostico microbiano ter validade, é neces-
sario ter um impacto no diagndstico, planejamento e beneficio
para o paciente.

A utilizacdo de métodos microbianos para diagnéstico de
diferentes formas de periodontite permanece controversa. As
limitagdes dos testes para a presenga ou auséncia de P. gingi-
valis e A. actinomycetemcomitans para distinguir pacientes com
periodontite agressiva ou cronica foi descrito em revisao sis-
tematica’. Entretanto, o diagnostico de periodontite agressiva
pode ser menos provavel em pacientes sem a deteccao de A.
actinomycetemcomitans. Os relatos da prevaléncia deste patogeno
em individuos jovens saudaveis e portadores de periodontite
cronica sao menores, principalmente em estudos realizados no
Brasil''. Outros estudos isolaram A. actinomycetemcomitans em
cerca de 75 a 100% de amostras de bolsas periodontais ativas na
periodontite agressiva'>*?, corroborando assim a relagao existen-
te entre este patdgeno e a forma agressiva da doenga periodon-
tal. Embora A. actinomycetemcomitans seja indicado como prin-
cipal patégeno na periodontite agressiva, existem controversas
na literatura™.

A utilizagdo de identificagdo microbiana como ajuda no pla-
nejamento do tratamento de paciente com periodontite tem sido
avaliado em diferentes estudos', direcionando uma terapia an-
timicrobiana baseada em dados microbiolégicos, podendo es-
tes serem utilizados como indicador de satide ou progressao de
doenga.

Meétodos diagndsticos microbioldgicos

Enquanto as bases cientificas proporcionadas pelas técnicas
classicas tiveram poucos acréscimos, os conhecimentos mole-
culares avangaram e continuam avangando rapidamente pro-
porcionando de forma incontestavel uma evolugao na dinamica
da ciéncia e consequentemente nos beneficios das pesquisas
cientificas.

Diferentes métodos tém sido utilizados para detecgao de pa-
togenos periodontais de amostras subgengivais. Alguns desses
métodos sao utilizados estritamente para pesquisas, enquanto
outros sao adaptados ou modificados para uso clinico.

Na Odontologia, a cultura bacteriana ¢ um método classico
de diagnoéstico de periodontopatégenos residentes no biofilme
subgengival, sendo capaz de identificar novas espécies, ofere-
cer mensuracao quantitativa das espécies viaveis e realizagao de
teste de resisténcia antibidtica. O resultado disto é que a cultura
bacteriana é considerada o padrao ouro no diagndstico micro-
biolégico periodontal e continua sendo um importante meio de
diagndstico de diversas doengas*.

No método de cultura, as amostras sdo cultivadas anaero-
bicamente utilizando meios seletivos ou nao, juntamente com
varios testes bioquimicos de identificagao. Esta técnica é capaz
de quantificar e identificar a presenca ou auséncia de determi-
nado microrganismo. A principal vantagem deste método é a
possibilidade para obter contagem absoluta ou relativa da es-
pécie cultivada, como também é um método capaz de caracte-
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rizar novas espécies e avaliar a susceptibilidade a antibiéticos'®.
Dessa forma, ao permitir a quantificagao de bactérias, a cultura
bacteriana proporciona compara¢ao com a condicdo clinica no
estado de satide e doenga, bem como é capaz de determinar a
proporc¢ao de cada microrganismo em diferentes fases do trata-
mento, e com isso esclarecer o potencial papel dos mesmos na
etiologia complexa da doenga periodontal'.

Apesar de apresentar-se como importante método diagnds-
tico, a cultura possui varias limitagdes e exigéncias, como a ne-
cessidade de preservar a viabilidade bacteriana, dificuldade de
recuperar espécies cultivaveis quando estas sao encontradas em
numero reduzido, incapacidade de detectar microrganismos em
baixas proporgdes, necessidade de pessoal capacitado, tempo e
custo relativamente altos, intensificacao do trabalho, condic¢Oes
rigorosas de transporte das amostras e a necessidade de preparo
de meios especificos para cada espécie *1°'5,

Além das limitagdes citadas acima, espécies importantes
relacionadas a periodontite, como por exemplo, Tannerella for-
sythia e Treponema denticola, exigem condigOes rigorosas para
seu crescimento e sao dificeis de serem detectadas e quantifica-
das através de métodos convencionais de cultura bacteriana'*.
A sensibilidade do cultivo destas bactérias pode ser baixa, es-
pecialmente para meios ndo seletivos, com limite de deteccao
média de 10°- 10* células bacterianas, perfazendo dessa manei-
ra, nimero baixo e nao detec¢do de patdgenos especificos em
amostra subgengival.

Com o advento de técnicas de Biologia Molecular os conheci-
mentos sobre a etiopatogénese de varias doengas, avangaram de
forma rapida, e consequentemente os diagnosticos ganharam
notaveis refor¢os fundamentados nessas técnicas, permitindo
tragar melhores protocolos de tratamentos para as mais varia-
das patologias 22!,

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular objeti-
vando a deteccdo de periodontopatdgenos permitiu nao somen-
te a aquisicdo de conhecimento em genética microbiana, mas
também fixou as bases para o desenvolvimento melhorado de
técnicas diagnosticas. Com isto, tornou-se uma ferramenta de
grande valia para pesquisadores no intuito de detectar espécies
de dificil cultivo ou nao cultivaveis servindo de apoio para pes-
quisas epidemioldgicas .

Os testes diagnosticos por meio de técnicas de biologia mo-
lecular, como por exemplo, o PCR identifica o DNA bacteriano
do microrganismo em analise, tornando assim fundamental a
sua extragdo. Diferentes métodos quimicos, enzimaticos ou fi-
sicos sao utilizados para obter DNA suficiente com quantida-
de e qualidade para subsequente andlise através de sondas ou
por PCR. Os métodos quimicos organicos ou detergentes sao
utilizados para destruir membranas e proteinas e assim evitar
interferéncia com os testes utilizando o DNA. Como exemplo
temos a lisozima utilizada para quebrar a parede bacteriana e
a proteinase K para destruir componentes protéicos da parede.
Ja os métodos fisicos como o calor é utilizado para ruptura da
célula e desnaturagao das proteinas. Apds o DNA da amostra
subgengival ter sido extraido e purificado, diferentes métodos
diagnoésticos foram desenvolvidos para detectar e quantificar
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periodontopatogenos®.

A metodologia do PCR envolve a técnica de PCR* (PCR con-
vencional ou PCR qualitativo) e a qPCR (PCR em tempo real
ou PCR quantitativo)®. O PCR detecta espécies viaveis e nao
viaveis, possui boa especificidade o que lhe permite distinguir
patdégenos alvos de numerosas espécies presentes na cavidade
bucal, o que nao é possivel pela técnica de cultura bacteriana.
Entretanto a técnica de PCR somente detecta os microrganismos
na fase de platd da reagao e é incapaz de realizar quantificagao
precisa do nimero de bactérias presentes.

O PCR emergiu como o mais poderoso instrumento para am-
plificacdo de genes, permitindo obter grandes quantidades de
DNA. O PCR consiste basicamente na amplificagao génica se-
quencial de fragmentos de DNA pré-determinados e especificos
de determinada espécie. Esta técnica envolve a sintese enzima-
tica in vitro de um segmento especifico de DNA na presenca da
enzima DNA polimerase e se baseia no anelamento e extensao
enzimatica de um par de oligonucleotideos (pequenas molécu-
las de DNA de fita simples) utilizados como iniciadores — “pri-
mers”, que delimitam a sequéncia de DNA de dupla fita alvo da
amplificagao. Estes “primers” sao sintetizados artificialmente de
maneira que suas sequéncias sejam complementares as sequén-
cias especificas que flanqueiam a regido alvo. Uma vez amplifi-
cado esta sequéncia de nucleotideos podera ser detectada por
eletroforese em gel de agarose. Esta técnica oferece um tempo
de detecgao rapido e maior precisao quando comparados com
culturas bacterianas®’. Entretanto, a especificidade da reagao é
complexa e depende de fatores inter-relacionados, incluindo ta-
manho do primer, temperatura de anelamento e concentracao
do tampao. A maior limitacao do PCR ¢ a susceptibilidade do
processo por contaminagao.

Variac¢des da técnica de PCR foram desenvolvidas. A técnica
de qPCR monitora diretamente o aumento do produto de PCR
através das amostras enzimaticas permitindo a detecgao de um
numero muito pequeno de patoégenos. O qPCR utiliza o sistema
Taq Man ou Sybr Green para medir o acamulo dos produtos de
PCR com amostras fluorescentes e em tempo real rastreia com
o uso de laser os produtos finais. O sistema Sybr Green utiliza
corantes que se intercalam com qualquer dupla fita de DNA,
ou seja, nao possui alta especificidade quanto o TagMan, porém
possui custo mais baixo. O sistema TagMan possui uma sonda
que reconhece e se intercala especificamente entre a ligacao pri-
mer com o DNA bacteriano *.

A quantidade de moléculas dos produtos de qPCR sintetiza-
dos depende diretamente da quantidade de moléculas padrao.
Os dados para a quantificagao sao coletados na fase exponencial
do qPCR, permitindo quantificacdo precisa do nimero de cé-
pias do DNA alvo quando usados padrdes internos e externos.
O qPCR tem sido usado para identificar alguns dos principais
patégenos periodontais como: P. gingivalis, A. actinomycetemco-
mitans, T. denticola, T. forsythia e alguns virus %,

Este método de biologia molecular é atraente devido a sua
facilidade de utilizagao, tempo de resposta rapida, bem como
o potencial para ser totalmente automatizado. Pode multiplicar
excessivamente pequena quantidade de DNA bacteriano além
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de detectar baixas quantidades de bactérias. Entretanto, as téc-
nicas de biologia molecular permitem somente a identificacao
de bactérias para o teste a qual é concebido. Nenhuma informa-
¢ao adicional pode ser adquirida, como por exemplo, a deteccao
de bactérias inesperadas, testes de suscetibilidade antibidtica, os
quais podem ser realizados por técnicas de cultura bacteriana .

Vérios estudos compararam técnicas de cultura bacteriana
e qPCR na deteccao de patoégenos periodontais, demonstran-
do que o qPCR permite detectar e quantificar espécies viaveis
e também nao vidveis, o qual mostrou ser uma técnica rapida
e sensivel na detecgao de microrganismos presentes nos sitios
periodontais, com alto grau de sensibilidade e especificidade
quando comparados com o padrao ouro de cultura bacteriana,
ja que a cultura exige uma menor quantidade de patdgenos
para serem detectados como também pelas severas condigdes
de crescimento e cultivo exigidas por esta técnica'®*.

Outro fato interessante se deve as diferentes quantidades de
patogenos detectadas entre as técnicas. Para o qPCR a quantida-
de é de 10 enquanto para a cultura bacteriana varia de 10*-10*re-
sultando assim em maior sensibilidade do qPCR. As diferencas
entre as quantidades de patégenos analisados sao limitadas as
condigdes especificas de crescimento e a recuperagao de micror-
ganismos de dificil cultivo no método de cultura®.

Em geral as diferencas entre cultura bacteriana e qPCR po-
dem dar novas percepgdes do papel da patogénese periodontal
e de bactérias periodontais nao cultivaveis, que visam esclarecer
através de estudos comparativos o papel dos diferentes tipos
de microrganismos possibilitando o entendimento da etiologia
complexa das doengas periodontais'.

Determinadas espécies de periodontopatoégenos como Prevo-
tella intermedia e Prevotella nigrescens sao de dificil diferenciacao
quando se utiliza testes fenotipicos como rotina e a identifica-
¢ao entre eles podem ser inequivocas através do perfil de DNA
e cultura. Entretanto com a utilizagao da técnica de qPCR nao
ocorre resultados falso positivos, devido a maior sensibilidade
da técnica.

Outra espécie de dificil deteccdo através do método classi-
co de cultura bacteriana é Treponema denticola. Este microrga-
nismo nao forma coldnias e possui altas exigéncias de cresci-
mento levando a resultados falsos negativo através do método
de cultura®. Estudos comparando qPCR e cultura bacteriana
observaram maior sensibilidade e especificidade para o qPCR
em particular na deteccdo de T. denticola, sendo identificado em
mais de 80% das amostras isoladas de periodontite. Para P. in-
termedia e P. nigrescens os meios utilizados através da cultura
nao conseguiram distinguir entre as duas espécies, levando a
uma superestimacao da quantidade real de P. intermedia. En-
tretanto, utilizando-se o qPCR foi possivel diferenciar as duas
espécies de microrganismo.

Estudos semelhantes foram realizados com o objetivo de
comparar cultura bacteriana e qPCR, para os periodontopatd-
genos A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T.
forsythia, Micromonas micros e Fusobacterium spp. em sitios sau-
daveis e sitios com periodontite, resultando na eficiéncia de am-
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bas as técnicas na detec¢do das bactérias em maior quantidade
nos sitios doentes comparados aos controles sadios. Entretanto,
o qPCR mostrou maior sensibilidade e especificidade quando
comparada com a técnica de cultura bacteriana #*.

CONCLUSAO

Uma precisa quantificagdo na detec¢ao dos periodontopato-
genos poderia facilitar o monitoramento da terapia periodontal
e detectar novas espécies e com isso permitir um correto estudo
epidemioldgico da progressao da doenca periodontal. O qPCR
seria um método diagndstico microbioldgico promissor para
a deteccdo e quantificagdo de periodontopatogenos, por apre-
sentar maior sensibilidade e especificidade na deteccao de pe-
quenas quantidades de patogenos bucais, os quais ndo estao no
limite de detec¢do da cultura bacteriana além de ser um método
rapido, sensivel e preciso.

Entretanto a escolha do teste microbiologico para avaliagao
clinica de individuos com periodontite deve levar em consi-
deracdo outros fatores como precisao diagnostica, custo e dis-
ponibilidade. Além disso, estudos clinicos controlados ain-
da sdo necessarios para avaliar criteriosamente a técnica de
qPCR no tratamento ou acompanhamento dos pacientes com
periodontite.
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ABSTRACT

The correct distinguishment of microorganisms involved in
the periodontal disease pathogen, it is important in the under-
standing of its progression and adequate treatment planning.
Considering this fact, some molecular methods of identification
and quantification were developed and are extremely sensitive
and precise in the characterization of different bacteria species.
The present study aimed to realize a literature review, including
studies that realized a comparative analysis between bacterial
culture and real time PCR methods in the identification of patho-
gens. The bacterial culture method can possibly identify new
microorganisms and realize antibiotics sensitivity tests. The real

time PCR is a microbiologic test that identifies and quantifies
bacterial species, through gene amplification of predetermined
DNA fragments, with high sensitivity and specificity, and need
a shorter operation time of the operator when compared to the
bacterial culture method. In this way, to determine a specific
diagnostic test, should be considered not only its precision in
the identification of microorganisms, but the cost-benefit rela-
tionship as well.

KEYWORDS: Culture media, Polymerase Chain Reaction
(PCR), periodontitis.
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