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PEREIRA, L.O. Ocorréncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans na saliva
total em pacientes sob tratamento ortodontico. Juiz de Fora (MG), 2015. 60f.
Apresentacdo de Dissertacdo (Curso de Pos-Graduacédo stricto sensu — Mestrado
em Clinica Odontoldgica) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal de Juiz
de Fora (MG).

RESUMO

O tratamento ortoddntico apresenta potencial para causar alteracées no
periodonto devido ao acumulo de biofilme, em funcdo da dificuldade de
realizacdo de uma adequada higiene bucal na presenca de bandas e braquetes.
OBJETIVOS: avaliar a ocorréncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans na
saliva total em individuos antes e depois da instalacdo do aparelho ortoddntico
fixo metalico. METODOLOGIA: Foram avaliados 15 pacientes da Clinica de
Especializacdo em Ortodontia da Faculdade de Odontologia — UFJF e de
consultdrios particulares, do sexo feminino e masculino, com idade média de 18
anos e 3 meses (14-18 anos); 7 homens e 8 mulheres. Amostras de saliva total
foram coletadas um més antes (T1), imediatamente antes (T2), 15 dias antes
(T3) e 1 més apobs a instalacdo de aparelho fixo Edgewise Standard (Morelli
10.30.900) nos dentes superiores e inferiores, com exce¢do dos segundos e
terceiros molares. A coleta de saliva foi realizada com o dispositivo Salivete
Cortisol (Sarstedt ® Numbrecht, Alemanha), com swab neutro de poliéster e
microtubo. A partir das amostras coletadas, foi realizada a extracdo do DNA para
identificacdo da bactéria (Aa) por meio do méetodo Reacdo em Cadeia Polimerase
em tempo real. RESULTADOS: ApoOs as analises, ndo havia a presenca da
bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans em nenhum dos intervalos das
amostras testadas. Ndo houve deterioracdo da condicdo periodontal (indice de
placa visivel, profundidade de sondagem e sangramento a sondagem) apos T4.
CONCLUSOES: a) ndo foi possivel identificar a ocorréncia da bactéria
Aggregatibacter actinomycetemcomitans na saliva nem antes (um més antes),

nem no dia da colagem, nem 15 e um més apds a colagem do aparelho fixo; b) o



uso do aparelho fixo ndo contribuiu para o aumento dos indices de placa,
profundidade de sondagem e sangramento a sondagem.

PALAVRAS-CHAVE: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, aparelho
ortododntico, saliva



PEREIRA, L.O. Occurrence Aggregatibacter actinomycetemcomitans in whole
saliva in patients undergoing orthodontic treatment. Juiz de Fora (MG), 2015.
60f. Apresentacdo de Dissertacdo (Curso de PoOs-Graduacdo stricto sensu —
Mestrado em Clinica Odontolégica) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal de Juiz de Fora (MG).

ABSTRACT

Orthodontic treatment has potential to cause changes in periodontal due to biofilm
accumulation, due to the difficulty of conducting a proper oral hygiene in the
presence of bands and brackets. OBJECTIVES: Evaluate the occurrence of
Aggregatibacter actinomycetemcomitans in whole saliva in individuals before and
after the installation of metal orthodontic braces and assess whether there has been
deterioration of periodontal status (visible plaque index, probing depth and bleeding
on probing) after installing braces. METHODS: We evaluated 15 patients of
Specialization in Clinical Orthodontics, School of Dentistry - UFJF and private
practices, female and male, with an average age of 18 years and 3 months (14-18
years); 7 men and 8 women. Whole saliva samples were collected one month before
(T1), immediately before (T2), 15 days before (T3) and one month after the
installation of fixed Edgewise Standard unit (Morelli 10.30.900) on the upper and
lower teeth, except the second and third molars. The saliva collection was done with
the Salivete Cortisol device (Sarstedt ® Numbrecht, Germany), with neutral swab
polyester and micro tube. From samples collected, extraction of DNA for bacteria
identification was carried out (Aa) by Polymerase Chain Reaction method in real
time. RESULTS: After the analysis, there was no presence of bacteria
Aggregatibacter actinomycetemcomitans in any of the intervals of the samples
tested. There was no deterioration of the periodontal status (visible plague index,
probing depth and bleeding on probing) after T3. CONCLUSIONS: a) Unable to
identify instances of Aa bacteria in saliva either before or after bonding of fixed
appliances; b) the use of braces did not contribute to increase plague index, probing
depth and bleeding on probing.

KEYWORDS: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, orthodontic treatment, saliva
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INTRODUCAO

A doenca periodontal é a maior responsavel pela perda de dentes em seres
humanos, devido a sua natureza cronica, indolor e desenvolvimento de forma
gradativa e assintomatica (MACHION et al., 2000).

O tratamento ortoddntico apresenta potencial para causar alteracdes no
periodonto devido ao acumulo de biofilme, em funcdo da dificuldade de realizacéo
de uma adequada higiene bucal na presenca de bandas e braguetes.
Consequentemente, o controle inadequado da placa bacteriana pode promover
alteracdes periodontais, que podem ser agravadas pelo tratamento ortodéntico
(MAIA, 2011).

Como o risco de dano periodontal existe, € necessario realizar controle
continuo dos pacientes ortoddnticos, com instru¢cdes de higiene bucal e constante
motivacdo durante todo o periodo da terapia (MAIA, 2011).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans é um cocobacilo anaerébio
capnofilico, Gram-negativo, imével, ndo formador de esporos e vem sendo foco de
estudo para pesquisadores (WILSON et al.,, 1995; SRIRAMAN, MOHANRAJ e
NEELAKANTAN, 2014).

Seu principal papel se destaca na etiologia da doenca periodontal em suas
véarias formas, incluindo a periodontite agressiva localizada, periodontite crénica e
periodontite refrataria (SLOTS et al., 1986; ZAMBON et al., 1996).

Naranjo et al. (2006) observaram que os braquetes influenciam a composicéo
da microbiota subgengival indiretamente, ocorrendo um aumento significante na
contagem e frequéncia de Phorphyromonsa gingivalis, Tannerella forsythia,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e Fusobacterium nucleatum em um

curto periodo (3 meses) apds a colagem de braquetes.

As condicbes supragengivais relacionadas ao tratamento ortodontico sdo
reversiveis em pacientes com bom padrdo de higiene bucal (Naranjo et al., 2006;
Ristic et al., 2007; Zachrisson e Zachrisson, 1972) ap0s a remocao dos braquetes.
Ristic et al. (2007) observaram um aumento nos parametros clinicos (indice de
placa, indice gengival, sangramento a sondagem e profundidade de sondagem) e
microbianos (presengca ou auséncia de Prevotella intermedia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromas gingivalis e Fuso nucleatum) em 3 meses

apos o inicio do tratamento ortodontico. Porém, os resultados deste estudo
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demonstraram claramente uma tendéncia de diminuicdo dos parametros clinicos e

dos achados microbianos em 6 meses de avaliagao.

Ristic et al. (2007) observaram uma mudanca no perfil microbiolégico apds a
instalacdo de aparelho ortoddntico, com o aumento na contagem de bactérias
periodontopatogénicas (P. intermédia, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e F.
nucleatum). Essas bactérias sdo fatores etioldgicos importantes que, quando
presentes em um hospedeiro suscetivel e ambiente favoravel, poderdo levar a

progresséo da doenga.

A colocagdo de aparelhos ortodonticos em pacientes com periodonto
saudavel leva a um aumento no acumulo de biofilme e inflamacdo gengival e
influencia a composicdo da microbiota subgengival indiretamente em um curto
periodo de tempo apds o inicio do tratamento ortodéntico, porém, essas condi¢cdes
séo reversiveis em pacientes com bom padréo de higiene bucal (MAIA, 2011).

As alteracOes subgengivais que o Aa provoca em pacientes em tratamento
ortodontico com aparelhos fixos tem sido bastante estudada na literatura
(PAOLANTONIO et al. 1996, 1997, 1999; SALLUM et al., 2004; SPEER et al., 2004,
NARANJO et al., 2005; CHERNOCHOVA et al. (2008); CHOI et al. (2009);
DEMLING et al. (2009); entretanto, ndo h&a estudos sobre a ocorréncia de Aa na

saliva desses pacientes.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans na saliva total em individuos antes e apos
da instalacéo do aparelho ortodéntico fixo metalico e verificar se houve deterioracao
da condicdo periodontal (indice de placa visivel, profundidade de sondagem e
sangramento a sondagem) apos a instalacédo do aparelho fixo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal acomete um grande numero de individuos em todo o
mundo. Seu principal fator etiolégico é o biofilme dental, o qual promove uma reagéo
inflamatoéria dos tecidos periodontais de protecdo (gengiva livre e inserida) e de
suporte (cemento, osso alveolar e ligamento periodontal), devido a um processo

infecioso mediado por microrganismos (AAP, 1996).

De acordo com Kinane e Lindhe (1999) o fator etiol6gico primario da doenca
periodontal, o biofilme dental, pode ter seu acumulo aumentado pela presenca de

fatores locais que facilitam sua retencéao.

A exposicado do tecido gengival ao biofilme dental resulta na inflamacdo do
tecido, o qual responde manifestando sinais clinicos da gengivite, cujas
caracteristicas sdo alteracbes da cor e do contorno gengival, mudanca da
temperatura intra-sulcular, aumento do exudato gengival, sangramento espontaneo
ou provocado (MARIOTTI, 1999).

Bascones e Caballeros (2000), citam que entre as bactérias associadas a
doenca periodontal, ha duas espécies claramente associadas a esta doenca:
Actinobacillus actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis. O termo doenca

periodontal refere-se a gengivite e a periodontite (KINANE, 2001).

De acordo com Lotufo, Pannuti e Saraiva (2001) apesar dos avancos
relacionados a etiopatogenia das infecBes periodontais, o diagnostico e a
classificacdo dessas doencas, ainda hoje, baseiam-se, quase inteiramente, na

avaliacao clinica e no exame radiogréfico.

Existem varios fatores que favorecem o desenvolvimento da doenca
periodontal como idade avancada, tabagismo, alcoolismo, baixas condicdes
socioecondmicas, poucos cuidados com a saude bucal, dificuldade de acesso aos
servicos de saude, assim como a existéncia de predisposicdo genética. E
classificada em gengivite, quando esta limitada a superficie gengival e, periodontite,
quando atinge os tecidos mais profundos. A expressao clinica dos diferentes

quadros de periodontite dependera da interacdo entre os fatores do hospedeiro,
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ambientais e do agente microbiolégico. A colonizacdo por bactérias € necesséria,
porém nao é suficiente para que exista a doencga, sendo necessario um hospedeiro
suscetivel (MARTINEZ e RUIZ, 2004).

Os micro-organismos mais frequentemente associados a doenca periodontal
sao Porphyromonas  gingivalis,  Tannerella  forsythia, @ Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia e Treponema denticola (SPAHR et
al., 2006).

Clinicamente, a doenca periodontal € caracterizada pela presenca de edema,
hemorragia e exsudado. Ao progredir, surge halitose e as bolsas periodontais, que
Sao espacos entre os dentes e as gengivas, superioriores a 3 mm. Essas bolsas sao
produzidas pela perda de tecido conjuntivo e pela reabsorcdo 0ssea induzida por
infecdo cronica ocorrendo a reabsorcdo do 0sso alveolar, um aumento na distancia

entre a linha amelocementaria e a crista 6ssea alveolar (PEREZ e PEREZ, 2007).

De acordo com Késic et al. (2009) a doenca periodontal € uma doenca
cronica e degenerativa do periodonto que € constituido da gengiva, ligamento
periodontal, cemento e o0sso alveolar. O principal fator etiolégico para o
desenvolvimento da doenca periodontal € a placa dental ou biofilme oral em
associacdo com bactérias anaerdbicas. Aggregatibacter actinomycetemcomitans é
um dos mais poderosos periodontopatdgenos. A capacidade de lipopolissacarideos
de Aggregatibacter actinomycetemcomitans para estimular macréfagos a liberar as
interleucinas IL-1, IL-1B8 e fator de necrose tumoral (TNF) é de grande importancia
porque essas citocinas sao capazes de estimular a reabsorcdo Ossea. Sua
ocorréncia deve ser evitada uma vez que € encontrado na placa dental e bolsas

periodontais.

Bactérias como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Campylobacter rectus e Treponema
denticola desempenham um papel importante na iniciagdo e progressédo da doenca
periodontal e tém sido freqlientemente detetadas nas bolsas subgengivais de
pacientes com periodontite. Ito et al (2010) investigaram a relacéo entre a detecao
de bactérias periodontopatogénicas e os parametros clinicos periodontais em vinte e
seis pacientes. A detecao precoce de bactérias associadas com o desenvolvimento
da periodontite através do método do PCR quantitativo pode fornecer informacdes

importantes para o diagndstico e tratamento subseqiente e o monitoramento do
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complexo vermelho e C.rectus pode ser particularmente importante para a terapia
periodontal (ITO et al., 2010).

A doenca periodontal € a principal causa da perda dental na populacao
adulta, representando um dos mais sérios problemas socio-econémicos e de saude
publica (GASPARETTO, ARANA-CHAVEZ E AVILA-CAMPQOS, 2000).

Para Machion et al. (2000) a doenca periodontal é a maior responsavel pela
perda de dentes em seres humanos, devido a sua natureza crbnica, indolor e

desenvolvimento de forma gradativa e assintomatica.

2.1.1 Gengivite

Gengivite € uma condicdo inflamatéria dos tecidos moles que envolvem 0s
dentes e representa uma resposta inflamatéria em decorréncia da presenca de
biofilme aderido as superficies dentarias, podendo ser modificada por fatores como
fumo, certas drogas e mudancas hormonais que ocorrem na puberdade e gravidez
(KINANE, 2001).

A gengivite € uma inflamacdo superficial da gengiva, na qual, apesar das
alteracbes patoldgicas, o epitélio de unido mantém-se unido ao dente, nao
ocorrendo a perda de inser¢éo. E uma situacdo reversivel, caso sejam removidos 0s
fatores etiolégicos. Contudo, tem um papel precursor na perda de insercdo dos

dentes quando estes fatores nao séo eliminados (ALMEIDA et al., 2006).

A localizacdo da placa bacteriana associada a gengivite na por¢cdo gengival
do dente desempenha um papel fundamental em sua formacdo. Contudo, fatores
locais e outros fatores também podem influenciar a resposta do hospedeiro.
Basicamente podem ser divididos em (LIEBANA, CASTILLO e ALVARES, 2004):

a) Gengivite sem fatores que favorecem 0 seu aparecimento,
etiologicamente relacionada com a placa e o calculo resultante da auséncia de
adequada higiene bucal e geralmente afeta toda a populagdo em algum momento
durante a sua vida;

b) Gengivite com fatores locais que promovem seu aparecimento, na qual

além de placa e calculo, alteracbes anatdbmicas dentais estdo presentes, como
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apinhamento dentario ou iatrogenias, devido a obturacéo e restaura¢cfes defeituosas
ou aparelhos ortodénticos, que favorecem o acumulo de placa bacteriana e
dificultam a sua eliminacéo;

c) Doencas gengivais associada a placa que modificam a resposta do
hospedeiro. Nestes casos, outras diferentes fatores sistémicos estdo presentes,
além do fator microbiano e geralmente sdo acompanhadas de alargamentos
gengivais. Tal € o caso dos fendmenos endocrinos fisioldgicos (puberdade, ciclo
menstrual, gravidez), fatores enddcrinos patologicos (diabetes mellitus), nutricionais
(falta de vitamina C), discrasias sangiineas (certos tipos de leucemias) e certos
medicamentos (contracetivos orais, algumas drogas anti-epiléticas,
imunossupressores e 0s certos antagonistas do calcio) e doencas gengivais
relacionadas com placas com fatores desconhecidos, sendo classificadas como
idiopaticas.

De acordo com Touyz (2008) geralmente ocorrem gengivorragias e bolsas de
até 3 mm na gengivite. Ela sempre precede a periodontite, na qual ocorrem bolsas
periodontais superiores a 3 mm e perda da insercao gengival, mas apenas 30% dos
casos de gengivite progridem para alguma forma de periodontite. A doenca
periodontal tem inicio insidioso e os individuos afetados raramente detetam
quaisquer sintomas nas etapas iniciais do desenvolvimento da doenca. Logo, as
infecbes crénicas provocadas pela periodontite progridem muitas vezes sem
sintomas durante muitos anos, antes do diagndstico inicial ou antes do aparecimento

de manifestag@es clinicas.

A gengivite quando néo tratada pode evoluir para periodontite crénica, cujas
caracteristicas clinicas sao inflamacéo gengival, sangramento a sondagem, aumento
na profundidade de sondagem, perda de insercdo clinica e consequente perda
ossea alveolar (KINANE e LINDHE, 1999).

2.1.2 Periodontite

A periodontite é definida como uma doenca inflamatéria dos tecidos de
suporte dos dentes, causada por microrganismos especificos, resultando em uma

destruicdo progressiva do ligamento periodontal e do osso alveolar (NOVAK, 2004).



21

A periodontite corresponde a uma situacao de inflamag&o com destruicdo do
periodonto e ocorre quando as alteracdes patoldgicas verificadas na gengivite
progridem até haver destruicdo do ligamento periodontal e migracdo apical do
epitélio de unido. H4 acumulo de placa bacteriana ao nivel dos tecidos mais
profundos, o que provoca uma perda de insercao por destruicdo do tecido conjuntivo
e por reabsorcdo do osso alveolar (ALMEIDA et al., 2006).

Nagy e Novak (2004) afirmaram que a perda 6ssea vertical ocorre quando a
perda de insercdo e 0sso em superficie dental sdo maiores do que acontece na
superficie adjacente. J4 a horizontal, ocorre quando a perda de inser¢cdo e 0Sso
progridem a uma taxa uniforme na maioria das superficies dentais. Normalmente, a
perda Ossea vertical esta associada a defeitos 6sseos angulares e formacao de
bolsas intradsseas. Ao passo que a horizontal esta associada normalmente com

bolsas supra-6sseas.

Dzink, Socransky e Haffajee (1988) afirmaram que a periodontite € precedida
pela gengivite e isto implica que a prevencao desta € também uma medida de
prevencdo daquela. Devido a limitagbes do tratamento mecanico no sentido de
diminuir ou suprimir microrganismos subgengivais, tem sido sugerido a utilizagéo de
antimicrobianos locais ou sistémicos para a complementacdo do tratamento

mecanico.

A patogenia da periodontite é mais complexa. Os micro-organismos que
compdem a placa subgengival sdo capazes de agir diretamente sobre os tecidos
periodontais ou modificar a resposta do hospedeiro, enquanto que a participacédo da
placa em si (normal, reduzida ou aumentada) é tdo decisiva como a agdo das
préprias bactérias no aparecimento da doenca. A periodontite, em geral, representa
a origem de complicacbes como a cérie de raiz, processos endoperiodontais e
abscessos periodontais. As diversas modalidades de PCR s&o particularmente
importantes no diagnostico microbiolégico da periodontite, embora deva ser
salientado que estudos de sensibilidade in vitro ndo podem ser realizados utilizando
esta técnica (MARTINEZ e RUIZ, 2004).

Silva (2006) avaliou a prevaléncia de diferentes bactérias da microbiota
subgengival em trés grupos de doencas através de cultivos anaerébicos. Amostras
de fluido subgengival foram coletadas das bolsas subgengivais com dois cones de

papel estéreis foram inseridos até o fundo da bolsa periodontal e deixados no local
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por 20s, sendo entdo transferidos para um pequeno frasco contendo fluido de
transporte reduzido acrescido de 20% de glicose. As amostras foram cultivadas sob
atmosfera anaerdbica e microaerdfila usando meios de cultura seletivos e nao
seletivos. Os isolados foram caracterizados ao nivel de espécie através de testes
bioguimicos convencionais e também pelo uso de um sistema comercial rapido de

identificacéo bacteriana.

Os resultados indicaram que os bacilos anaerébios Gram negativos e
microaerofilos foram as bactérias mais frequentemente detetadas nas amostras de

todos os grupos.

A periodontite é a principal causa da perda dentéria na populacdo adulta e
resulta da substituicdo de uma microbiota bacteriana normal (constituida por
bactérias Gram positivas) por uma microbiota constituida por Gram negativos
anaerébios. Seu tratamento € realizado removendo, primeiramente, a fonte de
infecdo, a placa dental e o calculo aderidos a coroa do dente e a superficie da raiz.
Para isso € necesséario fazer uma terapia mecéanica com alisamento radicular
fechado ou aberto (procedimento cirdrgico) ou cirurgia para a remoc¢ao da bolsa
periodontal. As vezes, a agressividade da doenca pode exigir o uso de antibioticos
locais ou sistémicos (PEREZ e PEREZ, 2007).

2.1.3 Actinobacillus actinomycetemcomitans/ Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aggregatibacter actinomycetemcomitans)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (antes de 2006, Actinobacillus
actinomycetemcomitans) € um cocobacilo anaerdbio capnofilico, Gram-negativo,
imovel, ndo formador de esporos e vem sendo foco de estudo para pesquisadores
(WILSON et al., 1995; SRIRAMAN, MOHANRAJ e NEELAKANTAN, 2014).

hY

Esta associado a varias doencas infeciosas, tais como endocardite,
meningite, abscessos, septicemia, e osteomielite (MUHLE et al., 1979; PAGE; KING,

1966). No entanto, seu principal papel se destaca na etiologia da doenca periodontal
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em suas varias formas, incluindo a periodontite agressiva localizada, periodontite
cronica e periodontite refrataria (SLOTS et al., 1986; ZAMBON et al., 1996).

Entretanto, estudos também tém mostrado a presenca desta bactéria como
microbiota residente da cavidade bucal, em pacientes com saude periodontal (TAN,
SONG, ONG, 2002).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans possui inUmeros fatores de
viruléncia que aumentam sua sobrevivéncia na cavidade oral e o tornam capaz de
driblar as estratégias protetoras do hospedeiro (FIVES-TAYLOR, 1999).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans tem a habilidade de se aderir as
células epiteliais da mucosa oral e as superficies dentais, assim como realiza a
coagregacao com outras bactérias, sendo também capaz de invadir células orais,
caracte risticas consideradas essenciais para a patogénese das doencas
periodontais. Estes mecanismos de adesdo e invasdo as ceélulas epiteliais,
certamente envolvem interacdes especificas e ndo especificas, com a participacao
de outros reguladores deste processo (MEYER; FIVES-TAYLOR, 1994).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans tem a capacidade de colonizar
superficies dentais formando populacdes agrupadas em biofilme, caracteristica de
bactérias periodontopatogénicas. Sabe-se que colbnias rugosas apresentam maior
capacidade na formacédo de biofilme assim como maior resisténcia as mudancas de
salinidade e pH. Tal capacidade € favorecida pela presenca de fimbrias, que embora
ndo sejam consideradas essenciais para o0 processo adesivo em algumas
superficies, aumentam as interacbes entre microrganismos e superficies,

colaborando desta maneira para a estabilizacdo do biofilme (INOUE et al., 2003).

A doenca periodontal destrutiva é freqiientemente associada a este patdogeno
e é considerada a principal causa de periodontite de inicio precoce. Na periodontite
pré-puberal, a prevaléncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans € de 40-
100%. A Periodontite juvenil localizada € a doencga que esta mais associada com a
bactéria, sendo que é encontrada em 75-100% das lesdes. Acredita-se que 0s
principais patogenos periodontais de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
tenham uma origem exdgena porque eles raramente sdo encontrados em individuos
periodontalmente saudaveis. No entanto, alguns autores argumentam que as

infecbes periodontais sdo causadas pela microbiota saprofita bucal e,
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consequentemente, tém uma origem enddgena (BASCONES e CABALLEROS,
2000).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans é um dos primeiros colonizadores da
placa das superficies dos dentes, 0 que sugere que ele possa colonizar a superficie
limpa e saudavel. Em relacdo a idade, Aggregatibacter actinomycetemcomitans
geralmente ocorre em pacientes jovens e sua presenca diminui com a idade. O
habitat natural do Aggregatibacter actinomycetemcomitans é a area subgengival,
pois eles necessitam para o seu desenvolvimento um ambiente anaerdbio como os
proporcionados pelas bolsas periodontais, mas também s&o encontrados na area
subgengival numa proporc¢ao elevada (BASCONES e CABALLEROS, 2000).

Em um periodonto saudavel, Aggregatibacter actinomycetemcomitans pode
estar presente em baixas propor¢cdes e com crescimento controlado, porém
aumentando o numero desses patdgenos, a homeostase do ecossistema é alterada,
levando ao aparecimento da doenca periodontal. Uma vez que o nicho ecoldgico
desta bactéria é a area subgengival, é provavel que bactérias presentes na saliva
venham da bolsa periodontal, de modo que quanto maior a quantidade de saliva,
maior o risco de recolonizacdo. Com o tratamento periodontal pode-se eliminar ou
reduzir significativamente a presenca dessas bactérias na saliva, por pelo menos
seis meses. No entanto, ndo parece possivel a remocdo destas bactérias das
membranas mucosas (BASCONES e CABALLEROS, 2000).

Quando Aggregatibacter actinomycetemcomitans estd presente em um
paciente periodontalmente ndo tratado, ele pode persistir por um longo tempo,
indicando que os mecanismos de defesa do hospedeiro ndo conseguem removeé-|o.
O tratamento de raspagem e alisamento radicular parece ser insuficiente para
erradicar 0 micro-organismo, pois ele tem a capacidade de invadir os tecidos
gengivais, sendo necessaria antibioticoterapia sisttmica (BASCONES e
CABALLEROS, 2000).

Paolantonio et al. (2000), objetivaram relatar sobre a prevaléncia de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans em 780 criancas e adolescentes saudaveis
de uma éarea rural da Italia Central e compara-la com individuos de uma area urbana
da mesma regido, investigando também a relacéo entre a presenca desta bactéria e
as condi¢bes clinicas periodontais. No grupo urbano, ambos individuos PIP+

abrigavam a bactéria, enquanto entre as criangcas das areas rurais, 3 com
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periodontite juvenil e 13 com periodontite precoce abrigavam o patégenos. O risco
relativo para sitios com PIP+ foi significativamente maior (2,42) nos individuos rurais
gue abrigavam a bactéria. Sua presenca foi relacionada a um risco maior que 50%

de sitios com SS+.

Segundo Cortelli, Cortelli e Jorge (2001), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans € um bastonete Gram-negativo, pequeno, nao formador de
esporo, imovel, anaerdbio facultativo e que se desenvolve melhor em ambientes de
anaerobiose. Segundo eles, a bactéria pode ser encontrada em maiores proporcdes
em individuos com as formas de periodontite. JA& nos individuos com salde

periodontal ou com gengivite, é encontrada em pequenas quantidades.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans estid associada com a doenga
periodontal, especialmente periodontite agressiva localizada e produz uma

leucotoxina potente. Sriraman, Mohanraj e Neelakantan (2014)

Vieira et al (2009) utilizaram a cultura e PCR e avaliaram a ocorréncia desse
micro-organismo e a distribuicAo de cepas leucotoxina isolado de 48 indios
brasileiros com gengivite e 38 com periodontite crénica. Amostras supragengivais,
subgengivais e saliva de cada paciente foram coletadas. A saliva foi coletada
através de Salivettes. Os resultados mostraram que o0 Aggregatibacter
actinomycetemcomitans foi isolado a partir de 8,33% de amostras de saliva,
supragengival e subgengival de pacientes com gengivite e de 18,42% de saliva e
biofilme supragengival, e 26,32% de biofiime subgengival de pacientes com

periodontite cronica.

Por PCR, o DNA bacteriano foi detetado em 8,33% de saliva, biofilme
supragengival e subgengival de pacientes com gengivite e de 23,68% de saliva,
28,95% do biofilme supragengival e 34,21% de biofilme subgengival de pacientes
com periodontite. Os resultados sugeriram que Aggregatibacter
actinomycetemcomitans pode estar relacionado com a perda de inser¢cdo na
populacao (VIEIRA et al., 2009).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans € frequentemente isolado de sitios
periodontais e periimplantares, entretanto os fatores que modulam a colonizacdo da
mucosa bucal e o papel deste microrganismo na doenca sao controversos. O

objetivo deste estudo foi comparar a presenca da bactéria em amostras de fluido
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gengival periimplantar e saliva de 14 pacientes parcialmente edéntulos e 8
totalmente edéntulos. A bactéria também foi pesquisada na saliva. Os resultados
obtidos sugerem que a colonizacdo do sulco periimplantar e cavidade bucal e o
namero de Aggregatibacter actinomycetemcomitans nesses sitios ndo sao

modulados pela presenca ou ndo de dentes naturais (MANSUR, 2008).

Este estudo teve por objetivo avaliar a ocorréncia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans na saliva e nos biofilmes supra e subgengival de criangas e
adolescentes com Sindrome de Down e analisar a influéncia da dieta, fatores
socioeconémicos e culturais e de condicdo periodontal. Apds avaliagdo das
condi¢des soOcio-econbmicas coletaram-se 0s espécimes clinicos, os quais foram
transportados para o laboratorio de Microbiologia e Imunologia da FOA-UNESP para
detecdo do microrganismo por método molecular. A saliva foi coletada com pipetas
Pasteur plasticas, esterilizadas. A analise dos dados desse estudo permitiu verificar
gue a ocorréncia variou de 0,0% a 25,0%, tanto no grupo de pacientes portadores de
sindrome, quanto para os individuos do grupo controle (MESSIAS et al. 2013).

2.2 ALTERACOES MICROBIOLOGICAS BUCAIS EM PACIENTES EM
TRATAMENTO ORTODONTICO

Paolantonio et al. (1996) pesquisaram a ocorréncia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans na placa subgengival de 20 individuos jovens de 12 a 20
anos submetidos ao tratamento ortodéntico com aparelhos fixos por pelo menos 6
meses. Foi identificada diferenca significativa para o indice de sangramento gengival
(ISG) entre o grupo teste (57,5%) e grupo controle (25%). A bactéria foi detetada
em pelo menos um sitio em 85% dos individuos teste e 15% dos individuos controle
(p<0,001). 41% abrigou a bactéria em concentracdo entre 0,1% e 1,0%, enquanto
outros 40% resultaram concentragdo a 1,0%. Houve uma correlagéo positiva entre a
porcentagem dos sitios positivos para o patdgeno e a porcentagem daqueles que
exibiram um ISG + (p <0,005). A duracdo da terapia ortoddntica ndo foi relacionada

com 0s parametros clinicos ou microbioldgicos.

Em 1997, Paolantonio et al.,, objetivaram relatar sobre a colonizagao
subgengival de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e modificacfes periodontais

em pacientes ortoddnticos através de um estudo prospectivo longitudinal de 3 anos.
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A porcentagem de individuos ortoddnticos infectados com a bactéria no inicio e apos
3 anos foram 86% e 80%, respectivamente, enquanto os valores correspondentes
para individuos controle foram 16,6% e 26,6%. A distribuicdo de frequéncia do
patdgenona microbiota subgengival entre os individuos controle permaneceu
relativamente estavel, enquanto que a proporcédo de individuos ortoddnticos com sua
presenga em concentragcdo maior ou igual a 1,0% caiu significativamente de 32% no

inicio do estudo para 19% em 3 anos.

Os individuos ortodonticos positivos para Aggregatibacter
actinomycetemcomitans tinham risco relativo de piores condicfes periodontais em
comparacao com pacientes ortodonticos, nos quais o patégeno nao foi detetado no
inicio. Em contraste, individuos controle infectados inicialmente com a bactéria
apresentaram risco de aumento do indice de sangramento gengival 6,6 vezes maior
do que para individuos sem a bactéria. Os autores concluiram que individuos jovens
com um periodonto integro usando aparelho ortoddntico fixo abrigam
Aggregatibacter actinomycetemcomitans com uma frequéncia significativamente

maior do que aqueles que ndao usam aparelho.

Paolantonio et al (1999) avaliaram a relacéo direta entre o uso de aparelho
ortoddntico e a colonizacéo subgengival por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. O estudo foi composto por vinte e quatro individuos, Os
resultados mostraram que, durante o periodo com os aparelhos ortodénticos, a
presenca dos escores de placa e sangramento gengival a sondagem foram
aumentados significativamente e que a bactéria, inicialmente ausente em todos, foi
isolada em 19 e 20 individuos, ap0s 4 e 8 semanas, respectivamente. Esta mudanca
microbiana é especificamente restrita a placa bacteriana subgengival de dentes com
aparelhos ortodonticos. A presenca de bandas e braquetes ortoddnticos, ndo afetou
o estado microbiolégico de toda a boca (PAOLANTONIO et al., 1999).

Sallum et al. (2004) avaliaram as alteracdes clinicas e microbiolégicas que
acompanham o processo inflamatério dos tecidos periodontais em torno dos
aparelhos ortodénticos e o impacto destas mudancas apds a remoc¢ao dos aparelhos
em dez individuos com idade entre 16-18 anos. Houve uma reducdo de
aproximadamente 50% dos niveis de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
encontrada ap0s a remocdo do aparelho ortoddntico, profilaxia e instru¢cdo de

higiene bucal. Concluiram que a inflamacéo gengival foi associada com a presenca
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de periodontopatdgenos, tanto supragengivalmente quanto subgengivalmente; a
remocgao dos aparelhos ortoddnticos, juntamente com uma profilaxia profissional e
instrucdo adequada de higienizacdo oral, resultou em reducdes significativas da

bactéria.

Em estudo realizado em 2004, Speer et al., avaliaram se a terapia ortodéntica
na denticdo adulta periodontalmente comprometida pode causar uma mudanca na
microbiota periodontopatogénica. Durante a terapia com aparelhos fixos, reducao
acentuada foi observada na contagem total de bactérias das bolsas subgengivais
apesar de os parametros clinicos periodontais terem se mantidos praticamente
inalterados. Contudo, a contagem total de algumas bactérias altamente patogénicas
aumentou novamente apds o fim do tratamento. Em nenhum dos pacientes
deterioracdo do estado periodontal foi observada durante e apds o tratamento
ortodéntico (SPEER et al., 2004).

Varios fatores sdo capazes de afetar a colonizacdo microbiana, incluindo
restauracdes e braquetes ortoddnticos. Assim, o controle inadequado da placa e a
nao detecdo da inflamacdo gengival promovem a destruicdo periodontal que pode
ser agravada pelo tratamento ortodontico. Os autores compararam as mudancgas na
microbiota subgengival e os parametros periodontal antes e depois da colocacéo de
braquetes ortodénticos. Em 30 individuos avaliados antes e trés meses apés a
colocacdo dos braquetes e comparados com 30 individuos controle. PS e NIC
mantiveram-se constantes em ambos o0s grupos, enquanto o SS, IP, e IG
aumentaram nos pacientes ortodénticos trés meses apés a colocacédo do braquete
(p<0,05) (NARANJO et al. 2006).

O objetivo de Ristic et al. (2007) foi investigar a influéncia de aparelhos
ortodénticos fixos sobre as mudangas quantitativas e qualitativas da microbiota
subgengival e dos tecidos periodontais. Participaram 32 pacientes, com idade entre
12 e 18 anos, que receberam instrucdes de higiene oral. Trés semanas antes de
iniciar o tratamento. Os individuos foram avaliados clinicamente antes da fixacdo
(TO) e 1 (T1), 3 (T2) e 6 (T3) meses apos o inicio da terapia ortodbntica. A
investigagdo microbioldgica foi realizada para avaliar a presenga ou auséncia de
anaerobios periodontopatogénicos: Pi, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e o
grupo de outros anaerobios pigmentados de negro (BAPN), como Porphyromonas

gingivalis e Fn.
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Os resultados positivos de Aggregatibacter actinomycetemcomitans foram
observadas nos incisivos em T1 e T2. Os autores concluiram que, em adolescentes,
o tratamento com aparelhos fixos aumenta os valores dos indices periodontais e
também o crescimento de bactérias patogénicas e anaerdbias. Estas alteracdes
clinicas e microbiologicas especificas sdo estritamente limitadas aos dentes com
braquetes e elas ndo tém um efeito destrutivo sobre os tecidos periodontais devido a
sua transicao e limitacado durante o tempo (RISTIC et al., 2007).

O aparelho ortoddntico cria superficies de retencéo adicionais e espacos para
a adesao de microrganismos e de crescimento do biofilme. Estes pacientes tendem
a apresentar sinais da gengivite e da ampliacdo gengival com bolsas falsas.
Chernochové et al. (2008) avaliaram a ocorréncia de patégenos periodontais em 32
pacientes com quadro clinico de gengivite associada a placa bacteriana tratados
com aparelhos ortodonticos fixos. A ocorréncia simultdnea de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis foi registrada em 9,37% dos
pacientes. Os autores concluiram que os patdégenos periodontais representam um
risco significativo para a doenca periodontal e para a saude geral do paciente
(CERNOCHOVA et al., 2008).

O objetivo de Choi et al. (2009) foi avaliar as mudancas que ocorrem na
microbiota subgengival apés a remocao dos aparelhos ortodénticos através da PCR.
A frequéncia para as espécies de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis, Pi, Pn e Treponema denticola foi
ligeiramente reduzida entre T1 e T2 e n&o foram observadas diferencas
significativas. Os autores concluiram que os periodontopatégenos presentes durante
o tratamento ortodéntico foram significativamente reduzidos dentro de trés meses da
remoc¢do do aparelho; a avaliagdo de meédio prazo (trés meses apoés a retirada do
aparelho) mostrou que a frequéncia dos sitios positivos tendeu a voltar aos niveis

encontrados em individuos com saude gengival.

Fernandes et al. (2010) avaliaram a prevaléncia dos patogeneos periodontais
- Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Pi — em
diferentes grupos populacionais, na condi¢cdo de auséncia ou presenca de elemento
dentario. O grupo de recém-nascidos apresentou somente a bactéria
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (2,56%); as criancas apresentaram
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (10,00%) e Pi (92,50%); os adultos/idosos
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dentados apresentaram a bactéria Porphyromonas gingivalis (46,67%) e o0s
desdentados numa frequéncia de 3,33%. Concluiram que a microbiota periodontal
se faz presente independentemente de alguns fatores de risco para a doenca

periodontal como a idade do individuo, a presenca e o numero de dentes.

(PEJDA et al., 2013) avaliaram as alteracdes na microbiota subgengival antes
e durante o nivelamento e fase alinhamento ortodéntico usando o método de PCR.
Patogenos periodontais de microflora subgengival foram detectados em T3 usando
uma PCR que continha sondas para Aggregatibacter actinomycetemcomitans ,
Porphyromonas gingivalis , Prevotella intermedia , Tannerella forsythia e Treponema
denticola. Houve uma significativa maior prevaléncia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans em pacientes com braquetes convencionais do que em
pacientes com braquetes autoligaveis , mas nao houve diferenca estatisticamente

significante para outros patégenos periodontais.

YANEZ-VICO et al. (2015) avaliaram e compararam 0S parametros
microbioldgicos e clinicos de pacientes que usavam aparelho ortodéntico fixo 10 dias
apos ele ter sido removido apés o tratamento. Parametros clinicos apresentaram
diferenca estatistica (p <0,05 ) entre T1 -T2 , T1 e T2 -CT -CT . Em T2 , foi
encontrada uma correlacdo positiva entre a SS e A. actinomycetemcomitans (p <
0,01) e entre parametros clinicos e Pl . Concluiram que fatores locais associados
com o uso de aparelho fixo influenciam mudancas na placa subgengival e que leva a

mais inflamacé&o e sangramento .

2.3 REACAO EM CADEIA POLIMERASE

A técnica da PCR foi desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis (NOVAIS e
PIRES-ALVES, 2004).

A biologia molecular estd sendo cada vez mais usada e a PCR €& 0 método
mais empregado como ferramenta diagnéstica. Porém, com a evolugcéao para a PCR

em tempo real, este vem sendo substituido (Vernet, 2004).

A PCR possibilita a sintese de DNA, usando a enzima DNA-polimerase. Esta
enzima sintetiza uma sequéncia complementar de DNA, desde que um pequeno
fragmento (primer, em inglés) ja esteja ligado a uma das cadeias do DNA no ponto

escolhido para o inicio da sintese. Os iniciadores definem a sequéncia a ser
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replicada e o resultado obtido é a amplificacdo de uma determinada sequéncia DNA
com bilhdes de copias (MULLIS, 1990).

A PCR consiste na sintese bidirecional e repetitiva de DNA através da
extensdo de uma regido do acido nucléico com a utilizagdo de “primers” ou
iniciadores (SOUZA, 2007).

A amplificacdo de uma amostra pela técnica de PCR requer um par de
iniciadores, os quatro deoxinucleotideos trifosfato (dNTPs), ions de magnésio
(MgCI2), que devem estar em maior concentracdo que os dNTPs e uma DNA
polimerase termoestavel para sintetizar o DNA. As concentracdes de iniciador, ANTP
e magnésio séo variaveis de acordo com a reagédo (SOUZA, 2007).

O principio da técnica € baseado na replicacdo natural de DNA. O processo

pode ser dividido em trés etapas: (desnaturacdo - quebra das pontes de hidrogénio

qgue ligam as fitas do DNA, hibridizacdo - anelamento dos primers na regido
complementar da fita de DNA e extensdo - promovida pela enzima termo estavel,

DNA polimerase) que se repetem um namero especifico de vezes (SOUZA, 2007):

| - ' e
“ |
/ + DMA polimerase
+ dATP
] Desnaturacs Hibridagao dos . ARTE Extensa 5
 E—— —— niciadores N =;T: niciadores
DMA em \‘ + dTTF
cadeia dupla
| _p p

Figura 1: Etapas da PCR.
FONTE: http://e-escola.tecnico.ulisboa.pt/topico.asp?hid=339

2.4 PCR EM TEMPO REAL

Uma inovagdo tecnologica resultante da PCR, denominada de PCR em
Tempo Real, vem ganhando espaco nos diagnosticos clinicos e nos laboratérios de
pesquisa por apresentar a capacidade de gerar resultados quantitativos. Essa

técnica permite o acompanhamento da reagéo e a apresentacdo dos resultados de
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forma mais precisa e rapida, em relacdo a PCR que apresenta somente resultados
semi-qualitativos (NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004).

Nos ultimos anos foram desenvolvidos ensaios PCR em Tempo Real a fim de
aperfeicoar o diagnéstico. A técnica de PCR em Tempo Real quantitativo é uma
metodologia confidvel, capaz de quantificar a concentracdo do produto de PCR
gerado durante cada ciclo da reacdo. Para tanto, é necessario ter um método de
detecédo do acumulo do produto de PCR e um termociclador que seja adaptado para

gravar os resultados a cada novo ciclo da reacédo (SOUZA, 2007).

A possibilidade de monitorar a PCR em tempo real revolucionou o processo
de quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA. A PCR em tempo real realiza a
qguantificacdo destes acidos nucléicos de maneira precisa e com maior
reprodutibilidade, porque determina valores durante a fase exponencial da reacéo
(NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004).

O ponto que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar da fase
exponencial € denominado de Cycle Threshold (CT). Este ponto permite a
guantificacdo exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia (NOVAIS e PIRES-
ALVES, 2004).

A emissdo dos compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na
proporcao direta da quantidade de produto da PCR. Sendo assim, os valores da
fluorescéncia sdo gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de

produto amplificado.

Os fluor6foros sdo moléculas que absorvem e emitem luz em um
comprimento de onda especifico. Os sistemas de detecdo da PCR em Tempo Real
utilizam estas moléculas que proporcionam o acompanhamento da reacdo ao longo
dos ciclos (NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004).
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Figura 2: Curva de amplificagdo do PCR em Tempo Real. CT — Cycle Threshold.
A amplificacdo mostra 3 fases distintas (1) linha basal: ndo houve produtos da PCR
suficiente para detetar a fluorescéncia; (2) fase log: a quantidade de produtos da PCR dobra
a cada ciclo e (3) fase platd: ndo ha mais aumento no niumero de produtos.

Fonte: NOVAIS, C.M. PIRES-ALVES, M. PCR em tempo real: uma inovagéo
tecnolégica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Revista Biotecnologia Ciéncia e
Desenvolvimento — Ed 33, p. 10-13. 2004.

2.4.1. Sistema SYBR® Green

O SYBR® Green se liga entre a fita dupla de DNA (Figura 7) e com a
excitacdo da luz emitida pelo sistema 6tico do termociclador, emite uma
fluorescéncia verde. O SYBR® Green nao ligado ao DNA exibe uma fluorescéncia
muito pequena. Entretanto, a fluorescéncia é realgcada quando ligado na fita dupla do
DNA. (NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004).

Figura 3: Molécula de SYBR Green® entre a fita dupla de DNA.

Fonte: NOVAIS, C.M. PIRES-ALVES, M. PCR em tempo real: uma inovagao
tecnolégica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Revista Biotecnologia Ciéncia e
Desenvolvimento — Ed 33, p. 10-13. 2004.
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No comeco da amplificacdo, a mistura da reagdo contém o DNA desnaturado,
os iniciadores e o SYBR® Green. As moléculas nédo-ligadas do SYBR® Green
apresentam fluorescéncia fraca produzindo um sinal minimo sendo este subtraido
durante a analise de computador. Ap6s o reconhecimento dos iniciadores, algumas
moléculas do SYBR® Green podem ligar-se na fita dupla previamente formada.
Durante a polimerizacdo catalisada pela enzima Tag DNA polimerase, as moléculas
do SYBR® Green vao se ligando ao DNA recentemente sintetizado. Assim, a reacao
€ monitorada continuamente e um aumento da fluorescéncia é observado em tempo
real. (VITZTHUM et al., 1999).

No ciclo seguinte, na etapa de desnaturacdo do DNA, as moléculas do
SYBR® Green sao liberadas e had queda no sinal da fluorescéncia. A detecdo da
fluorescéncia no fim da etapa de extenséo de cada ciclo da PCR permite monitorar a
guantidade crescente de DNA amplificado (VITZTHUM et al., 1999).

O resultado da PCR em Tempo Real é gerado em um gréfico, onde é
representado o acumulo de fluorescéncia pelo tempo ou numero de ciclos da
reacdo. Este € CT onde a fluorescéncia detetada de uma determinada amostra
intercepta a linha de threshold acima do background de fluorescéncia (MACKAY et
al., 2002), ou seja, inicia a fase exponencial, permitindo uma quantificacdo exata e
reprodutivel do nimero inicial de &cidos nucléicos presentes na amostra (do material
amplificado) (LEE et al, 1993; LIVAK et al 1995).

Os dados brutos gerados em uma reacdo de PCR em tempo Real devem ser
exportados em formatos compativeis, para anélises em programas-padrdo como, por
exemplo, o Excel, o que oferece, assim, uma gama maior de possibilidades na
analise dos resultados. A padronizacdo das analises garante um resultado mais
preciso e real, confirmando a credibilidade desta tecnologia, e consolidando-a no
cenario de técnicas de diagnostico molecular (DIAS, 2011).
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3 PROPOSICAO

Avaliar a condigcdo periodontal e a ocorréncia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans na saliva total em individuos antes e apos a instalacdo do

aparelho ortodoéntico fixo metalico.
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAL

Foram selecionados 15 pacientes da Clinica do Curso de Especializacdo em
Ortodontia da Faculdade de Odontologia da UFJF e de consultérios particulares, 7
homens e 8 mulheres, com idade média de 18 anos e 3 meses (14-18 anos). Todos
os individuos apresentavam denticAo permanente completa, com exce¢do dos
terceiros molares, ndo fumantes, sem histérico de doenca periodontal, sem doenca
sistémica, que nao tivessem utilizando medicacéo sistémica nos ultimos seis meses,
que ndo estivessem gravidas, sem histérico de doenca periodontal e que

necessitassem de tratamento com aparelho fixo.

Para inclusdo na amostra os pacientes foram selecionados através de exame
clinico da condicéo periodontal, onde deveriam apresentar indice de placa com grau
1 (sem presenca de placa na area gengival da superficie dental quando se passa
uma sonda), sangramento gengival negativo em até 15 segundos e profundidade de

sondagem < 3mm.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Juiz de Fora, sob o Parecer nimero 0217.0.180.000-09.
Todos os individuos foram orientados dos procedimentos, aceitaram participar da

pesquisa e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.

4.2 METODOS
4.2.1 Calibracéao

Previamente aos exames clinicos de selecdo e avaliagdo dos pacientes da
amostra, a examinadora foi submetida ao processo de calibracdo, que consistiu da
avaliacdo clinica de 10 voluntarios (com as mesmas caracteristicas dos individuos
da amostra), treinamento tedrico e pratico, coleta de dados e calculo da

concordancia.

O treinamento tedrico consistiu da exposicéo tedrica e discussdo junto com

equipe de exame (Periodontista, examinadora da pesquisa e anotadores), dos
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indices, codigos e critérios (OMS, 1997) a serem utilizados, com duracdo de quatro

horas.

O treinamento pratico consistiu de calibracao inter e intra-examinadores. Para
calibracdo inter-examinador, a examinadora e o Periodontista realizaram exames
clinicos nos 10 voluntarios e determinaram o indice de placa, o sangramento
gengival e a profundidade de sondagem. Estes exames foram repetidos 15 dias

apOs nos mesmos pacientes para determinar a concordancia intra-examinador.

4.2.2 Exame clinico

Os exames clinicos realizados nas fases de calibracdo, selecdo e avaliacao
dos pacientes consistiram de determinacao do indice de placa bacteriana, indice de

sangramento gengival e profundidade de sondagem.

Os exames foram realizados com o0s pacientes sentados e sob a luz artificial
do refletor da cadeira odontolégica. Em cada paciente foram avaliados seis dentes-
indices: primeiro molar superior direito; primeiro molar superior esquerdo, primeiro
molar inferior direito, primeiro molar inferior esquerdo, incisivo central superior direito

e incisivo central inferior esquerdo.

O indice de placa bacteriana foi determinado por inspec¢éo visual com auxilio
de espelho clinico (n° 5, Golgram, Sdo Caetano do Sul, Brasil) e sonda clinica
(sonda exploradora, Golgram, Sdo Caetano do Sul, Brasil), onde foi avaliada a
guantidade de placa bacteriana nas faces vestibular e lingual dos dentes-indices,

classificando 0s mesmos com 0s seguintes critérios:

Grau 1: ndo ha placa na area gengival da superficie dental quando se passa

uma sonda;

Grau 2: ha um filme de placa aderido a margem gengival livre e a area
adjacente ao dente. A placa somente pode ser reconhecida passando-se uma sonda

sobre a superficie do dente, ndo sendo visivel a olho nu;

Grau 3: hd um moderado acumulo de depdsitos moles dentro do sulco

gengival e/ou superficie dental adjacente, visivel a olho nu;

Grau 4: ha abundante acumulo de depdsitos moles dentro do sulco gengival,

na margem gengival e/ou na superficie dental.
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O indice de sangramento gengival foi determinado pela inser¢cdo suave de
uma sonda periodontal (OMS, Golgram, S&o Caetano do Sul, Brasil) no sulco
gengival das superficies vestibular e lingual dos dentes-indices. Se houvesse
sangramento em até 15 segundos o indice era marcado como positivo, caso

contrario era marcado como negativo.

A profundidade de sondagem foi determinada pela inser¢cdo suave de uma
sonda periodontal (OMS, Golgram, Sdo Caetano do Sul, Brasil) no sulco gengival
nas regidbes mesio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, lingual e
disto-lingual dos dentes-indices. Foram determinadas a profundidade de sondagem
média de cada regido e a profundidade média de cada individuo, como descrito por
Medeiros (2010).

O exame clinico dos pacientes da amostra foi realizado um més antes (T1) e
1 més apds (T4) a instalacdo de aparelho fixo Edgewise Standard (10.30.900 —
Morelli, Sorocaba, Brasil) nos dentes superiores, com excecdo dos segundos e
terceiros molares. Para colagem do aparelho foi feito ataque acido nos dentes com
condicionador acido fosforico a 37% (FGM Produtos Odontoldgicos, Joinville, Brasil).
Apés lavar e secar os dentes, os braquetes foram colados com Adesivo Ortodéntico
Orthocem (FGM Produtos Odontolégicos, Joinville, Brasil) e cada um
fotopolimerizados ao final (40 segundos). ApGs a colagem foi inserido arco de NiTi
0,012” (Morelli, Sorocaba, Brasil).

Os pacientes receberam um kit contendo uma escova e pasta dental
(Professional - Colgate/Palmolive Industria e Comércio, Sdo Paulo, Brasil) e foram

instruidos a utilizarem a técnica de escovacéo de Bass.

4.2.3 Coleta das amostras de saliva

Foram coletadas amostras de saliva total de todos os individuos um més
antes (T1), imediatamente antes (T2), 15 dias apés (T3) e 1 més apods (T4) a

instalacdo do aparelho ortoddntico fixo.

A coleta de saliva foi realizada com o dispositivo Salivette Cortisol (Sarstedt ®
Numbrecht, Alemanha), com swab neutro de poliéster e microtubo. Os individuos
removeram o0 swab do Salivette e o mantiveram debaixo da lingua por 120

segundos, recolocando-o de volta no recipiente e fechando o Salivette.
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Para coleta com microtubo, os pacientes foram instruidos a se posicionarem
em uma cadeira com a cabeca inclinada para frente e deixarem a saliva acumular na
boca. Com uma pipeta Pasteur descartavel estéril (3ml, Prolab, Sdo Paulo, Brasil) a
saliva foi coletada e transferida da boca para um microtubo de 5mL. Todas as

coletas foram realizadas no periodo da manha.

De acordo com projeto piloto realizado (Apéndice 1), ndo houve diferenca
entre a identificacdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans através de PCR

com 0 uso de microtubos e salivete.

Apés a coleta, os recipientes contendo as amostras foram mantidos em
caixas térmicas com gelo por até 3 h e estocado em freezer a -80°C até o momento

da analise, que ocorreu 64 dias apds a ultima coleta.

4.2.4 Andlise das amostras de saliva - PCR

A partir das amostras de saliva coletadas, foi realizado na Embrapa Gado de
Leite - Juiz de Fora/MG a extracdo do DNA para identificacdo da bactéria
Aggregatibacter actinomycetemcomitans por meio do método Reacdo em Cadeia
Polimerase em tempo real, utilizando um par de primers especificos (SAKAI et al.,
2007; PRESTES, 2007).

Protocolo para o PCR em tempo real:

O equipamento 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, EUA) foi utilizado para andlise.

Como controle positivo, DNA da bactéria  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans: cepas JP2 e Y4 doadas pela professora Marcia Mayer do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas — USP. O controle positivo garante a padronizacao
da PCR, pois contém DNA conhecido, cujo resultado idéntico ao final do exame

garante a precisdo daquele processamento especifico.

Cada reacdo continha 10 pL DNA, 100nM de cada primer para a bactéria
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e 12,5L 2X SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, EUA) em um volume final de 25 pL. Cada amostra
foi feita em duplicata em placas oticas de reacdo de 96 pocos, seladas com filme

adesivo 6tico e amplificadas no 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
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Foster City, EUA), sendo cada amostra amplificada separadamente. As condi¢des
de amplificacdo foram 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de
15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C. Ao final de cada reacéo foi feita a curva de
dissociacdo (melting point) para assegurar que cada reagdo produziu um Unico

fragmento.

Foi utilizado o teste de Wilcoxon para comparar os parametros clinicos de

profundidade de sondagem entre os tempos T1 e T4.
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5 RESULTADOS

Valores de concordéancia intra e inter-examinador obtidos (Kappa 0,80 e
Kappa 0,81) na primeira etapa. Kappa 0,80 e 0,85 (placa visivel) e Kappa 0,80 e
0,88 para profundidade de sondagem.

A Tabela 1 mostra média e desvio padrao da profundidade de sondagem nas
regibes avaliadas nos tempos T1 e T4. Nao houve diferenga significativa entre os

tempos para os valores de profundidade de sondagem nas regides avaliadas.

Tabela 1: média e desvio-padrdo da profundidade de sondagem nas regides avaliadas um
més antes T1 e um més apos (T4) a instalacdo do aparelho fixo.

Tempo 1 Tempo 4
. . : - *
Regides Védia Bgz\r/é% Vedia [;zz\r/é%_ p-valor
Vestibular 1,173 0,2086 1,173 0,2086 1,000
Mesio-vestibular 1,167 0,1877 1,160 0,1805 0,317
Disto-vestibular 1,180 0,2178 1,173 0,2187 0,317
Lingual 1,160 0,2230 1,160 0,2230 1,000
Mesio-lingual 1,167 0,2193 1,166 0,2193 1,000
Disto-lingual 1,166 0,2193 1,166 0,2193 1,000
Média 1,169 0,2095 1,167 0,2082 0,180

*p-valor segundo teste de Wilcoxon

Todos os individuos, nos tempos Tl e T4, apresentaram sangramento a
sondagem negativo para todos os dentes e se enquadrava no grau 1 de indice de
placa, ndo havendo diferenga entre os tempos.

Apds as analises laboratoriais, somente o controle positivo amplificou, ou seja, a
reacado estava funcionando: na presenca do DNA alvo haveria amplificacdo das

amostras.

Na analise foi estabelecido que o baseline (ciclos iniciais da PCR nos quais ha
uma pequena alteracéo no sinal de fluorescéncia) iria de 3 a 15. Pelas figuras 6, 7, 8

e 8 nota-se que a emissdo esta abaixo do nivel de deteccdo do equipamento.
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Nas duas placas de reacdo, onde as amostras foram colocadas, somente o
controle positivo ultrapassou este limiar, ou seja, ndo foi possivel identificar bactéria
Aggregatibacter actinomycetemcomitans nas amostras testadas, no periodo

descrito.
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6 DISCUSSAO

As alteracbes subgengivais que o Aggregatibacter actinomycetemcomitans
provoca no fluido gengival em pacientes em tratamento ortodéntico com aparelhos
fixos tem sido bastante estudada na literatura (PAOLANTONIO et al. 1996, 1997,
1999; SALLUM et al., 2004; SPEER et al.,, 2004; NARANJO et al., 2005;
CHERNOCHOVA et al., 2008; CHOI et al., 2009; DEMLING et al., 2009); entretanto,
nao ha estudos sobre a ocorréncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans na

saliva desses pacientes.

A presenca dessa bactéria € mais frequente em individuos que apresentam
bolsas periodontais profundas e inflamacédo gengival (CORTELLI et al. 2004; Van
HOOGMOED et al, 2008). Por isso, no presente estudo, ndo foram selecionados
individuos com sangramento gengival positivo e indices de placa graus 2, 3 e 4.

No presente estudo, nédo foi observada presenca de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans na saliva total coletada antes e apés a instalacdo do
aparelho ortodéntico fixo. Este resultado esta de acordo com o relato de Messias et
al. (2013), que verificou a ocorréncia da bactéria entre 0,0% e 25% na saliva de
pacientes com Sindrome de Down e de individuos do grupo controle pelo método de
PCR. Vieira et al (2009) detectaram Aggregatibacter actinomycetemcomitans em

8,33% de amostras de saliva de indigenas através do método de PCR.

O fato de nao ter sido detectado Aggregatibacter actinomycetemcomitans na
saliva dos pacientes apés a instalacdo do aparelho ortoddntico pode estar
relacionado a manutencao dos parametros clinicos de avaliacdo periodontal (indice
de placa visivel, sangramento a sondagem e profundidade de sondagem) entre os
tempos T1 e T4.

Alguns estudos nao identificaram deterioracdo do estado periodontal (SPEER et
al., 2004) ou alteracéo significativa da profundidade de sondagem (NARANJO et al.
2006) em pacientes ortodonticos durante e apos o tratamento. Tais resultados
confirmam os achados do o presente estudo, que n&o encontrou alteracéo
significativa dos indices utilizados para a avaliacdo da condicéo periodontal apos a

instalagao do aparelho ortodontico fixo.
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Em contrapartida, alguns autores descreveram alteragbes significativas na
condicdo periodontal de pacientes durante o tratamento ortodontico. Naranjo et al.
(2006) relataram um aumento significativos dos indices de placa e sangramento a
sondagem em pacientes ap6s o uso de aparelho fixo. Ristic et al. (2007) afirmaram
que o tratamento com aparelhos fixos aumenta os valores dos indices periodontais e
também o crescimento de bactérias patogénicas e anaerébias. Yanez-vico et al.
(2015) afirmaram que fatores locais associados com o uso de aparelho fixo
influenciam mudancas na placa subgengival e que leva a mais inflamacédo e

sangramento.
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7. CONCLUSAO

Nado foi possivel identificar ocorréncia da bactéria Aggregatibacter

actinomycetencomitans na saliva em nenhum dos tempos avaliados.

N&o houve alteracdo significativa das condicdes periodontais (indice de placa,
profundidade de sondagem e sangramento periodontal) entre os periodos de um

més antes e um més apos a instalagdo do aparelho fixo.
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ANEXOS

Anexol: Aprovacéao do projeto

* Andamento do rq'etn - CAAE - 0217.0.180.000-09

Titulo do Projeto de Pesquisa

Prevaléncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans no sitio subgengival de pacientes indicados ao tratamento ortoddntico, nos periodos de
pré-instalacdo e apos a ativacdo do aparelho.

Situacdo Data Inicial no CEP  Data Final no CEP Data Inicial na CONEP Data Final na CONEP
Aprovado no CEP 02/12/2009 14:05:28  15/03/2010 15:28:03

Descricao Data Documento N° do Doc Origem

2 - Recebimento de Protocolo pelo CEP (Check-List) 02/12/2009 14:05:28 Folha de Rosto 0217.0.180.000-09 CEP

4 - Protocolo Aprovado no CEP 15/03/2010 15:28:03  Folha de Rosto 324/2009 CEP

3 - Protocolo Pendente no CEP 14/12/2009 11:42:53  Folha de Rosto 324/2009 CEP

1 - Envio da Folha de Rosto pela Internet 01/12/2009 10:54:24  Folha de Rosto FR308829 Pesquisador

* Andamento do projeto - CAAE - 0064.0.180.000-11 &

Titulo do Projeto de Pesquisa

Influencia do dispositivo da coleta de saliva na contagem de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Situacao Data Inicial no CEP  Data Final no CEP Data Inicial na CONEP Data Final na CONEP
Aprovado no CEP 07/04/2011 15:56:58  10/08/2011 14:40:53

Descricao Data Documento N° do Doc Origem

3 - Protocolo Pendente no CEP 19/05/2011 14:43:39  Folha de Rosto 094/2011 CEP

1 - Envio da Folha de Rosto pela Internet 07/04/2011 13:52:26  Folha de Rosto FR416864 Pesquisador
2 - Recebimento de Protocolo pelo CEP (Check-List) 07/04/2011 15:56:58 Folha de Rosto 0064.0.180.000-11 CEP

4 - Protocolo Aprovado no CEP 10/08/2011 14:40:53  Folha de Rosto 094/2011 CEP
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Anexo 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA -UFJF

PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL Prof2 Dr2 Maria das Gracas Afonso Miranda Chaves
Endereco: Universidade Federal de Juiz de Fora, Faculdade de Odontologia, CLO.
CEP: 36100-000 — Juiz de Fora — MG

Fone: (32) 3229-3881

E-mail: dugue05@gmail.com

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) estd sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da
pesquisa “Influencia do dispositivo de coleta de saliva na contagem de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans Neste estudo pretendemos verificar se é
possivel identificar a bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans através da
coleta de saliva pelo método do Salivette e posterior andlise de seu DNA através do

método PCR em tempo real (feito em laboratério).

O motivo que nos leva a este estudo € que este método citado acima, ainda
nao tem relatos em pesquisas anteriores. Desta forma, este estudo torna-se
necessario para verificar se a identificacdo deste micro-organismo por estes
métodos é possivel.

Para este estudo adotaremos 0s seguintes procedimentos: vocé permanecera
sentado de maneira confortavel em cadeira comum (ndo odontoldgica), com a

cabeca levemente inclinada para baixo, sem movimentar labios e lingua, sem


mailto:duque05@gmail.com
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deglutir e deixando acumular a saliva na boca. Depois de acumulada, vocé ira cuspir
em um frasco de plastico, e esta saliva sera avaliada em laboratério.

A saliva também sera coletada com dispositivo “salivete”. Vocé ira remover o
swab do Salivete e o deixara debaixo da lingua por 120 segundos, recolocando-o de

volta no recipiente e fechando o Salivete.

Este estudo apresenta risco minimo, isto €, o0 mesmo risco existente em
atividades rotineiras como conversar, tomar banho, ler, etc. Apesar disso, vocé tem
assegurado o direito a ressarcimento ou indenizacdo no caso de quaisquer danos

eventualmente produzidos pela pesquisa.

Para participar deste estudo vocé nao terd nenhum custo, nem recebera
qualquer vantagem financeira. Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em
qualquer aspeto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar.
Poderd retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer
momento. A sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara
qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que é atendido pelo pesquisador.

O pesquisador ird tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. Seu
nome ou o material que indique sua participacdo nao sera liberado sem a sua
permissao.

O (A) Sr (a) ndo seré identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar
deste estudo.

Este termo de consentimento esta de acordo com a Res. 196/96 CNS e
encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia serd arquivada pelo

pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé.

Caso haja danos decorrentes dos riscos previstos, 0 pesquisador assumira a

responsabilidade pelos mesmos.

Eu, , portador do documento

de Identidade fui informado (a) dos objetivos do estudo

‘Influencia do dispositivo de coleta de saliva na contagem de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas.
Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informag¢des e modificar minha

decisao de participar se assim o desejar.
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Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer

as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de 2011.
Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura pesquisador Data
Nome Assinatura testemunha Data

Em caso de duvidas com respeito aos aspetos éticos deste estudo, vocé podera

consultar o:

CEP- CoMmITE DE ETiCA EM PESQUISA - UFJF

PRO-REITORIA DE PESQUISA / CAMPUS UNIVERSITARIO DA UFJF
Juiz DE FORA (MG) - CEP: 36036-900

FONE: (32) 2102-3788 / E-MAIL: cep.propesq@ufif.edu.br
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APENDICE

Apéndice 1: PROJETO PILOTO
e Amostra:

Participaram do estudo, 15 pacientes da Clinica do Curso de Especializagdo em
Ortodontia da Faculdade de Odontologia da UFJF e de consultérios particulares, 7

homens e 8 mulheres, com idade média de 18 anos e 3 meses (14-18 anos).

Foram selecionados individuos com denticio permanente completa, com
excec¢do dos terceiros molares, ndo fumantes, sem histérico de doenca periodontal,
sem doenca sistémica, que nédo tivessem utilizando medicacéo sistémica nos ultimos
seis meses, que nao estivessem gravidas, sem histérico de doenca periodontal e

gue necessitassem de tratamento com aparelho fixo.

e Metodologia

Foram coletadas amostras de saliva total de todos os individuos um més antes
(T1) e 1 més apoés (T2) a instalacdo de aparelho fixo Edgewise Standard (10.30.900
— Morelli, Sorocaba, Brasil) nos dentes superiores, com excecao dos segundos e
terceiros molares. Para colagem do aparelho foi feito ataque acido nos dentes com
condicionador &cido fosférico & 37% (FGM Produtos Odontologicos, Joinville, Brasil).
Apés lavar e secar os dentes, os braquetes foram colados com Adesivo Ortodéntico
Orthocem (FGM Produtos Odontologicos, Joinville, Brasil) e cada um
fotopolimerizados ao final (40 segundos) ApGs a colagem foi inserido arco de NiTi
0,012” (Morelli, Sorocaba, Brasil).

Os pacientes receberam um kit contendo uma escova e pasta dental
(Professional - Colgate/Palmolive Industria e Comércio, Sdo Paulo, Brasil) e foram

instruidos a utilizarem a técnica de escovacao de Bass.

A coleta de saliva foi realizada com o dispositivo Salivette Cortisol (Sarstedt ®
NuUmbrecht, Alemanha), com swab neutro de poliéster e microtubo. Os individuos
removeram o0 swab do Salivette e o mantiveram debaixo da lingua por 120

segundos, recolocando-o de volta no recipiente e fechando o Salivette.
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Para coleta com microtubo, os pacientes foram instruidos a se posicionarem em
uma cadeira com a cabecga inclinada para frente e deixarem a saliva acumular na
boca. Com uma pipeta Pasteur descartavel estéril (3ml, Prolab, Sdo Paulo, Brasil) a
saliva foi coletada e transferida da boca para um microtubo de 5mL. Todas as

coletas foram realizadas no periodo da manha.

Apébs a coleta, os recipientes contendo as amostras foram mantidos em caixas
térmicas com gelo por até 3 h e estocado em freezer a -80°C até o0 momento da

analise, que ocorreu um més apos a coleta.

A partir das amostras de saliva coletadas, foi realizado na Embrapa Gado de
Leite - Juiz de Fora/MG a extracdo do DNA para identificacdo da bactéria
Aggregatibacter actinomycetemcomitans por meio do método Reacdo em Cadeia
Polimerase em tempo real, utilizando um par de primers especificos (SAKAI et al.,
2007; PRESTES, 2007).

Protocolo para o PCR em tempo real:

O equipamento 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,

EUA) foi utilizado para analise.

Como controle positivo, DNA da bactéria Aggregatibacter
actinomycetemcomitans: cepas JP2 e Y4 doadas pela professora Marcia Mayer do
Instituto de Ciéncias Biolégicas — USP. O controle positivo (DNA sabidamente com a
sequéncia alvo) garante a padronizacdo da PCR, pois contém DNA conhecido, cujo
resultado idéntico ao final do exame garante a precisdo daguele processamento

especifico.

Cada reacdo continha 10 pL DNA, 100nM de cada primer para a bactéria
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e 12,5L 2X SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, EUA) em um volume final de 25 pL. Cada amostra
foi feita em duplicata em placas oticas de reacdo de 96 pocos, seladas com filme
adesivo 6tico e amplificadas no 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, EUA), sendo cada amostra amplificada separadamente. As condi¢bes
de amplificagdo foram 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de
15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C.

Ao final de cada reacgéo foi feita a curva de dissociacdo (melting point) para

assegurar que cada reagdo produziu um unico fragmento.
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e Resultados
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Figura 10: Resultados para microtubo.
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Figura 11 Resultados para salivete.

De acordo com as figuras acima, observou-se que nao foi possivel identificar
a bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans em nenhum dos pacientes com

nenhum dos métodos testados.



