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RESUMO

O diagnodstico de doencas infecciosas da
regido de cabeca e pescoco constitui importante
etapa do tratamento das mesmas. Entretanto, a
despeito do fato de que a grande maioria das
enfermidades que acometem a regido de cabeca e
pescoco ser de natureza infecciosa, diversos
motivos colaboram para o dentista ndo solicitar
testes laboratoriais para auxiliar o diagnéstico
clinico. Nessa revisdo de literatura, baseada
principalmente em artigos sobre os métodos mais
modernos e seguros de diagnostico em
microbiologia clinica, os autores discutem as
vantagens e desvantagens de cada método

por meio da reacdo em cadeia da polimerase.
Enquanto a cultura depende da viabilidade celular e
apresenta baixa sensibilidade, além de necessitar d
condicOes favoraveis de coleta e transporte, o PCR
apresenta grande sensibilidade e especificidade,
mas nao permite a realizacdo do antibiograma, o
gque reduz sua utlidade. Além disso, poucos
laboratérios possuem condi¢gBes de realizar cultura
de microrganismos anaerobios obrigatérios ou
possuem experiéncia na deteccdo molecular desse:
microrganismaos.
Palavras-chave: Diagnostico.
Infeccbes de cabeca e pescoco.

Antimicrobianos.

ABSTRACT

The diagnosis of head and neck infections
constitutes relevant step in their treatment.
However, in spite of the fact that most of diseases
in head and neck region are infectious in nature,
several reasons collaborated for dentists do rot as
laboratory tests in order to help clinical diagisosi
By mean of this review literature, based on
research articles about the newest and most reliabl
methods of diagnosis for clinical laboratories, the
authors discuss the advantages and disadvantage

selecionado, bem como os aspectos relevantes para of each selected method and the relevant aspects ir

a coleta e transporte de espécimes para O
laboratorio. Saliva, biofilme, pus e sangue
constituem os principais espécimes clinicos para o
diagnéstico microbioldgico, sendo que os métodos

transportation of the specimens to the laboratory.
Saliva, biofilm, pus, and blood are the most
frequent specimens for microbial diagnosis, being
that the most used methods are culture and those

mais usados sao a cultura e os métodos baseados nabased on detection of deoxyribonucleic acid by

deteccdo do acido desoxirribonucléico microbiano
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polymerase chain reaction method. Whereas, the
culture depends on cellular viability, and has
reduced sensitivity, as well as needs favorable
conditions in the sample collection and
transportation, PCR shows high sensitivity and
specificity, but it does not allow the determinatio
of antibiogram, what reduces its usefulness. In
addition, few laboratories possess conditions to
perform cultivation of obligate anaerobes or have
experience in the molecular detection of these
microorganisms.

Keywords: Diagnosis. Antimicrobials. Head and
neck infections.

INTRODUCAO

A presenca de determinadas espécies tem
sido considerada fator de risco para doenca
periodontal e o desenvolvimento de diversas outras
doencas infecciosas na regido de cabeca e pescocc
Dentre esses microrganismos destacam-se 0S
microaerofilos e anaerobios obrigatorios, como



Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Tannerella. forsythia, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum
entre outras (BROOK, 2007; BROOK, 2008). A
maioria desses microrganismos dificilmente acaba
sendo cultivada em laboratérios clinicos em nosso
pais, o que impede a realizacdo de testes para a
obtencdo do perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos (LINSt al., 2007).

Esses e outros problemas, como custos,
falta de sensibilidade dos testes, bem como
dificuldades na coleta dos espécimes clinicos,
acabaram por evitar que os cirurgides-dentistas
viessem a solicitar toda uma grande categoria de
testes de diagnéstico microbiolégico. Esses
problemas se avolumaram com o advento da AIDS,
aumento da expectativa de vida, selecdo de
microrganismos super-resistentes e
superinfectantes, obrigando uma nova postura dos
profissionais de saude, que passa pelo ensino dos
principais métodos de coleta, transporte e andlise
de espécimes clinicos, nos cursos de odontologia.

A possibilidade de se detectar os principais
patdogenos bucais ou exdégenos por métodos
moleculares, de custo mais acessivel, além de
elevada sensibilidade e especificidade, acabou por
modificar essa realidade. Entretanto, todos esses

da saude em ambiente hospitalar e, mais
recentemente, em unidades de tratamento intensivo.

CULTURA

O cultivo de microrganismos é o método
padrdo para a avaliacdo da microbiota presente no
interior de processos sépticos ou parte da
microbiota bucal. Esse método depende de um
conhecimento aproximado da provavel composicao
da microbiota associada a condi¢cdo que se pretende
estudar, de forma a prover as condicdes
atmosféricas e nutricionais adequadas aos mais
variados tipos microbianos (GAETTI-JARDIM
JUNIOR et al., 2007). Nesse sentido, desde que a
microbiota normalmente associada as infec¢cbes de
cabeca e pescogco é anaerObia obrigatéria ou se
desenvolve melhor em condi¢bes de anaerobiose, o
laboratério clinico deve ser apto a realizar oot
em condi¢des de auséncia desse agente oxidativo, c
gue nao constitui rotina no Brasil.

Além desse aspecto, a coleta dos espécimes
clinicos necessita de cuidados, como o rapido
transporte para o laboratorio de analise e, sempre
gue possivel, com auxilio de meios de transporte
adequados, que impedem ou minimizam a
desidratacédo e a oxidacao dos materiais coletados.

métodos possuem vantagens e desvantagens e mas cuja preparacao é trabalhosa, cara e necessit
devemos respeitar essas peculiaridades como forma de méao-de-obra bastante qualificada, destacando-se
de extrair os melhores e mais confiaveis resultados 0s meio de transporte Ringer-PRAS, RTF
Assim, o objetivo do presente estudo é (MARTIN et al., 2002) e VMGA Ill (COGULUet
discutir as principais caracteristicas dos métodos al., 2008), com destaque para esse ultimo. A
laboratoriais para diagnéstico de doencas necessidade desses meios reduz a quase zero
infecciosas de cabeca e pescoc¢o, bem como suas possibilidade de material clinico oriundo da

indicacdes, de forma a facilitar sua utilizagaoopel
dentista, além de prover dados sobre como coletar
espécimes clinicos e transporta-los até o labaoatér
de analise.

METODOS DE DETECCAO DE
MICRORGANISMOS

Os métodos de deteccdo de microrganismos
na cavidade bucal que se mostram mais
importantes s&o a cultura e a deteccdo molecular do
DNA microbiano por PCR, sendo que esses dois
métodos representam muito mais do que o passado
e o futuro da microbiologia clinica, mas a
associagao dos dois podera vir a constituir a melho
arma disponivel no diagnostico microbiolégico,
particularmente quando parcela da classe
odontologica advoga a necessidade de dentistas
trabalharem em associacdo a outros profissionais

cavidade bucal de pacientes permitir o cultivo de
amostras de microrganismos anoxibiontes, visto
gue 0os mesmos ndo sao utilizados ou estédo
disponiveis para que o clinico venha a fazer uso
guando necessario.

Quando o clinico ndo puder utilizar esses
meios de transporte, 0 mesmo deve procurar obter a
maior quantidade do espécime clinico que se deseja
analisar, dando-se preferéncia para a bidpsia
aspirativa (pus, secrecdo sero-sanguinolenta) ou
bidpsia excicional ou incisional, como formas de
minimizar o contato com a atmosfera oxidante
externa, como ocorre nos casos de osteomielites
cronicas (LINSt al., 2007).

Além desse aspecto, € indispensavel que o
cultivo de microrganismos seja realizado em meios
de cultura seletivos, contendo agentes inibitérios
para a maioria dos microrganismos bucais, mas que
permitem o desenvolvimento de colbnias de grupos
ou espécies particulares, destacando-se o aga Miti



Salivarius, para estreptococos de boca, agar Mitis
Salivarius Bacitracina e Sacarose, para 0S
estreptococos cariogénicos do grupo mutans, muito
utilizado para avaliacdo do risco a carie, agar
tripticaseina de soja soro bacitracina e
vancomicina, para o cultivo déggregatibacter
actinomycetemcomitans, agar Rogosa, para
lactobacilos, agar cristal violeta eritromicinayga
fusobactérias, além de numerosos outros de
dominio menos especifico da microbiologia oral.
De forma geral, esses meios de cultura séo
utilizados em associagdo a outros meios
enriquecidos, uma vez que a quase totalidade dos
processos infecciosos de cabeca e pescoco é
associada a uma microbiota mista, polimicrobiana
(BROOK, 2007; BROOK, 2008).

Outro problema técnico que um laboratério
de andlises clinicas teria de solucionar parazagali
o cultivo desses microrganismos anoxibiontes seria
a obtencdo de condicbes redox adequadas. A

como provas bioquimicas ou através de Kkits
comerciais, como 0s sistemas automatizados API
ou similares, agravado pelo fato de que varios
isolados séo obtidos em culturas mistas
(SOCRANSKY et al., 1987; GAETTI-JARDIM
JUNIORet al., 2008).

Apesar da existéncia de meétodos
convencionais, como cultura, ensaios imunoldgicos
e enzimaticos para a deteccdo de microrganismos
especificos na cavidade bucal (LISTGARTEN,
1992), nenhum desses tem sido satisfatorios em
termos de sensibilidade, especificidade e/ou
confiabilidade (NOZAKI et al., 2001). Assim,
novas tecnologias no diagndstico microbiologico,
como utilizagdo de sondas de DNA e a detecc¢do do
DNA microbiano através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), tém expandido as possibilidades
do estudo de uma grande quantidade de espécie:
com custos relativamente baixos.

substituicdo mecanica de gases, através de bombas METODOS ENVOLVENDO A DETECCAO

de vacuo que retiram a atmosfera original em de
vidro e a substitui por outra sem oxigénio em
guantidade significativa, € economicamente viavel,

DE SEQUENCIAS ESPECIFICAS DE DNA

A hibridizacdo DNA-DNA através de

mas permite um numero modesto de amostras ser sondas permite a detec¢cdo de dezenas das espécie
processado simultaneamente, além de inviabilizar o (as consideradas com maior probabilidade de
cultivo de microrganismos mais sensiveis ao ocorrer em um dado sitio anatdmico). As sondas,
oxigénio, mas desde que a quase totalidade das per se, consistem em segmentos especificos de
bactérias bucais cultivhveis e associadas a DNA, de fita simples, que reconhecem e

infeccdes de cabeca e pescoco pode se desenvolver hibridizam com seqUéncias complementares

nessas condicdes, esse problema € minimizado. O presentes no genoma bacteriano, formando
emprego de camaras de anaerobiose é realidade em moléculas hibridas de fita dupla. A analise através
alguns centros de pesquisa no pais, mas seu custo de sondas de DNA oferece sensibilidade apropriada

ainda é proibitivo.

De forma geral, para laboratérios com
pequena rotina na area de microbiologia de
anaerdbios, como o0s poucos laboratérios clinicos
privados que atuam nessa area no Brasil, a melhor
relagdo custo beneficio seria a utilizacdo de
sistemas de geracao quimica de anaerobiose, como
os envelopes Gaspake Oxoid, entre outras,
utilizando-se de jarras plasticas hermeticamente
fechadas em cujo interior as placas de Petri com os
diferentes meios de cultura sdo colocadas e o
sistema gerador acaba liberando hidrogénio que,
pela acdo de catalisadores, consome 0 Oxigénio
atmosférico. Esse método apresenta todas as
vantagens e desvantagens da troca mecanica de
gases, mas com pouco investimento de recursos na
montagem de infra-estrutura, com o agravante de
gue esse método é inviavel se o numero de
amostras for maior.

Além desse aspecto, a identificagdo dos
isolados € cara e depende de métodos demorados,

e metodologia especifica e equivalem aos métodos
de cultura para a deteccdo deA.
actinomycetemcomitans P. gingivalis e P.
intermedia nas amostras de biofilme subgengival,
mas de forma menos trabalhosa e com
independéncia das condi¢des de viabilidade celular
microbiana (FRENCHt al., 1986).

O wuso de sondas para as regides
hipervariaveis dos genes que codificam para o
RNA ribossdmico mostra-se como uma alternativa
satisfatéria para o diagnostico preciso, sendoaque
técnica continua sendo empregada, com poucas
modificacdes, até o presente (COLOMRDal.,
2009). Entre o0s muitos potenciais sitios de
amplificacdo o gene 16S rRNA aparece como 0
mais utilizado para reacdes de PCR e esté presentse
na maioria das bactérias, sendo altamente
especificos para cada espécie (KUBONI\atAal.,
2004). Contudo, essa metodologia é bastante
sensivel a falhas experimentais e resultados falso
positivos podem ocorrer com frequéncia.



Para sua utilizacdo, as sondas sdo marcadas
com radiois6topos, enzimas ou moléculas
guimioluminescentes, para que as moléculas
hibridas possam ser identificadas apds o teste. Ess
meétodo permite, também, a quantificacdo do DNA
alvo, desde que o pesquisador possua uma curva
padrdo da quimioluminescéncia ou outro elemento
guantificavel proporcional a quantidade de DNA
detectada. Assim, por comparacfes com diluicoes
seriadas de uma amostra do DNA alvo, pode-se
comparar com o0s dados obtidos com as diferentes
amostras clinicas. Esse método permite o
processamento de muitas amostras
simultaneamente, mas possui 0 inconveniente de
ter sensibilidade e especificidade inferiores aos
meétodos que envolvem a amplificacdo do DNA por
PCR, além de necessitarem de infra-estrutura
laboratorial complexa.

A técnica do PCR permite a deteccdo de
patogenos isolados (nesse caso a identificacdo de
microrganismos  obtidos por cultura) ou
diretamente em material clinico, mesmo se
presentes em pequenas quantidades (RIG&IO
al.,, 1996; NOZAKI et al., 2001), através da
amplificagdo de sequéncias nucleotidicas de DNA
especificas contidas no patdégeno, geralmente nos
genes que codificam para o 16S rRNA e 23S
rRNA. Essa amplificacdo pode ser obtida atraves
de um processo de sintese de DNA dirigida, que
compreende: deshaturacdo das moléculas de DNA
presentes na cultura bacteriana ou amostra clinica;
ligacdo ou hibridizacdo de iniciadores especificos
(os chamados primers’), que sao pequenas

sequéncias nucleotidicas complementares as

iniciadores externos € submetido a um novo
conjunto de ciclos empregando-se, agora,
iniciadores internos, bastante especificos (AHMAD
et al., 2002; LIGUORIet al., 2009). No caso do
semi-nested PCR, utilizado primeiramente para
diferenciar as espécies do géndtandida que
habitam a boca, um dos iniciadores empregados é
utilizado tanto no primeiro conjunto de ciclos de
amplificacdo, quanto no segundo conjunto de
reacoes.

Com o advento do PCR em tempo real,
além da presenca de dado organismo, pode-se
realizar a quantificagdo do DNA do mesmo na
amostra clinica, em tempo real, 0 que permitiria
acompanhar a eficacia do tratamento instituido.
Contudo, dada a sensibilidade do método, esse e
outros tipos de amplificagdo do DNA por PCR
requerem a presenca de profissionais bem
preparados e protocolos de manuseio e extragao dc
DNA que impecam a contaminacdo acidental das
amostras, bem como minimizem a presenca de
agentes inibitorios para a DNA polimerase, o0 que
obriga a utilizagéo de kits de extracdo de DNA ao
invés de métodos mais simples e baratos.

Embora varios sistemas de PCR em tempo
real existam, o sistema TagMan é considerado
superior, uma vez que a especificidade da reacéo €
confirmada pela presenca de uma sonda de
oligonucleotidios de fita simples marcada com
compostos quimioluminescentes, de forma que a
aplificacdo do DNA somente é detectada quando a
sonda hibridiza com a regido do DNA alvo situada
entre os iniciadores da reacdo. Esse tipo de PCR
elimina a necessidade de separacdo eletroforética

sequéncias presentes nas extremidades que ladeiamdos produtos da amplificacdo do DNA alvo

0 segmento-alvo de DNA, e extensdo do mesmo,
ou melhor, a polimerizagédo do DNA alvo pela acéo

de uma DNA polimerase. Esse método é

claramente superior, em termos de sensibilidade e
especificidade, aos métodos descritos acima.

Nesse sentido, sua especificidade por vezes
limita a quantidade de informacdes que podem ser
fornecidas pelo teste, uma vez que apenas detecta
um ou alguns patdégenos em cada conjunto de
ciclos de amplificacdo do DNA, o que obriga o
clinico e o técnico de laboratério a ter uma nocao
dos principais agentes infecciosos que acometem o
sitio anatémico em estudo.

Outros métodos que envolvem o PCR,
como o nested PCR ou o semi-nested PCR
aumentam ainda mais a sensibilidade da reagéo de
amplificacdo e nada mais sao do que dois conjuntos
de ciclos de amplificacdo nos quais o produto do
primeiro ciclo de amplificacdo utilizando-se de

(amplicons), tampouco utilizacdo de substancias
carcinogénicas como o brometo de etidio para a
visualizacdo dos amplicons. Contudo, o custo
dessas reacdes ainda € bastante superior ao do PC
convencional e suas variagoes.

A deteccao de microrganismos utilizando-se
meétodos de alta especificidade e sensibilidade € de
particular importancia em infec¢cdes graves e/ou
raras, como as periodontites agressivas
generalizadas na denticdo decidua ou em infecgdes
graves, como as infeccbes de ateromas de
coronarianas (GAETTI-JARDIM JRt al., 2009).
Nesses casos, € possivel que patdgenos
permanecam na regido infectada e continuem a
sobreviver em pequenos numeros, de forma que a
deteccdo desses microrganismos pode contribuir
para a identificacdo de pacientes com potencial de
risco de agudizagdo do quadro infeccioso e poderia



colaborar na avaliagcdo da eficacia do tratamento
(OKADA et al., 2000).

Entretanto, se nos meétodos envolvendo
biologia molecular a manutencdo da viabilidade
celular ndo é ponto relevante, o transporte dos
espécimes em condicbes em que a DNA possa
manter sua integridade € fundamental. Assim,
independentemente do método de coleta, os
espécimes devem ser transportados em
temperaturas baixas para evitar a acdo de DNAses
microbianas. Nesse sentido, a simples manutencéo
das amostras em gelo durante o transporte é
satisfatéria. Além desse aspecto, quando o
espécime clinico € submetido a avaliacéo
microbiolégica por meétodos moleculares, a
guantidade de material removido ou coletado do
paciente ndo constitui etapa critica, visto que a
sensibilidade do método se impde.

Se a quantidade de material biolégico
presente nas amostras clinicas ndo é um problema
critco no emprego do PCR para fins de
diagnéstico, a extracdo do DNA e a eliminacdo de
agentes capazes de inibir a acdo da DNA
polimerase sdo etapas cruciais. Nesse sentido,
diversas técnicas, que vao desde a simples lise
térmica das células alvo e inativacdo de DNAses
por fervura, extracdo do DNA e eliminagcdo do
conteudo protéico e lipidico pela acdo de solventes
como o método do fenol-cloroférmio e,
principalmente, o emprego de kits comerciais,
foram descritas para esse fim. Embora o método
da fervura seja mais rapido e extremamente
simples, a presenca de grande quantidade de
contaminantes e agentes interferentes dificulta a
realizagéo de reacdes envolvendo o PCR em tempo

cada meétodo tem suas indicacdes e pode responde
indagag0es clinicas diferentes.

Tecnologias para a identificacdo da
microbiota  bucal incluem cultura, testes
imunologicos e enzimaticos e métodos de biologia
molecular (PCR e sondas de DNA). Os métodos de
cultura consomem muito tempo, sao caros e podem
falhar ao ndo permitirem o crescimento de alguns
microrganismos relevantes. Os métodos de
diagnésticos imunoldgicos requerem anticorpos
reagentes especificos, mas podem levar a reacoe:
cruzadas e sua sensibilidade € incomparavelmente
inferior ao do PCR (ASHIMOTGt al., 1996). Por
outro lado, a utilizacdo do PCR e sondas de DNA
tem sido capaz de detectar e identificar
microrganismos que se apresentam em pequeno
namero, com a vantagem de serem reacgdes rapidas
e mais sensiveis, além de possibilitar a
caracterizagdo genética de  microrganismos
(RIGGIOet al., 1996; DOGANEet al., 1999;).

Entretanto, uma vez que a cavidade bucal
humana é habitada por iniUmeros grupos e espécies
microbianas e a grande maioria dos processos
infecciosos de cabeca e pescoco é de natureze
mista, com predominio de espécies anaeroObias
obrigatérias (BROOK, 2007; BROOK, 2008),
existe a necessidade do profissional de saude, en
particular o dentista, seja instruido sobre como e
guando utilizar resultados de laboratérios de
microbiologia para aprimorar o tratamento
oferecido. Nessas condi¢cdes e desde que o clinico
nao tenha uma suspeita mais detalhada sobre &
etiologia do processo seéptico, a realizacdo de
tratamento dependera apenas de critérios clinicos,
mas se exames laboratoriais tiverem de ser

real, o qual é reservado para as amostras tratadas utilizados, a realizacdo de cultura € o método de

com auxilio de kits comerciais, que sdo caros e
trabalhosos. O método do fenol-cloroférmio

apresenta o inconveniente da presenca de residuos

de fenol, um inibidor da DNA polimerase, mesmo
em concentragdes trago, e um rendimento inferior
aos kits comerciais em termos de quantidade de
DNA obtida.

DISCUSSAO

O progresso e a disponibilidade dessas
novas técnicas tém sido extremamente Uteis na
descricdo mais precisa de espécies subgengivais e,
consequentemente, determinando o papel dessas
espécies nas doencas infecciosas bucais. Assim, a
deteccdo de microrganismos e a caracterizacdo da
microbiota bucal por diferentes métodos pode ser
bastante util no monitoramento dos pacientes e

escolha, além de permitir a realizacdo de testes de
susceptibilidade.

No entanto, em certas circunstancias,
guando a suspeita da presenca de um grupo
reduzido de microrganismos se apresenta, como
nos casos de osteomielite de mandibula ou
retratamento endodéntico, a cultura pode ser
associada ao PCR e demais métodos moleculares
ou mesmo substituida por esses ultimos quando se
investiga a presenca de algum microrganismo que
definitivamente esta ligado ao processo séptico ou
gue pode ser utilizado como fator de risco, como 0s
enterococos da espécke faecalis em casos de
infeccbes endodonticas ou periapicais refratarias
(SIQUEIRA; ROCAS, 2009).

Além dessas indicacdes, as técnicas de
biologia molecular e cultura podem ser associadas
para a caracterizagcdo de organismos que exibem



alta semelhanca genética e fenotipica, como
Prevotella intermedia e P.  nigrescens
(ASHIMOTO et al., 1996) ou outro exemplo
relacionado se da entée actinomycetemcomitans

e Haemophylus aphrophilus, espécies encontradas
no biofilme subgengival e que exibem morfologia
colonial e caracteristicas morfocelulares
semelhantes. Nesses casos, 0 emprego de

As vantagens das técnicas moleculares
consistem na sua sensibilidade, especificidade e
seguranca. Em termos de seguranca, estas técnica
nao exigem o isolamento do agente infeccioso e
podem ser efetuadas em amostras retiradas
diretamente da infecgdo. Em virtude de sua
sensibilidade, € possivel detectar amostras muito
diluidas e microrganismos em pequeno numero

iniciadores especificos para sequéncias do gene que (WATANABE; FROMMEL, 1993) e por fim sua

codifica para o 16S rRNA é capaz de diferenciar
tais microrganismos (ASHIMOTQt al., 1996).
Por outro lado, o emprego do AP-PCR (PCR com

especificidade permite a distincdo de diferentes
espécies envolvidas no processo séptico sem que
reacoes cruzadas significativas ocorram

iniciadores arbitrarios ou, mais precisamente, ao (ASHIMOTO et al., 1996), sendo que o PCR em
acaso), no qual o emprego de iniciadores pequenos tempo real ainda permite a quantificacdo do
e com baixa especificidade, como os iniciadores conteddo séptico, 0 que poderia colaborar no
OPA-3 e OPA-5, pode colaborar para diferenciacdo monitoramento do tratamento (GAETTI-JARDIM

genética microrganismos isolados de diferentes
individuos, como maes e filhos (PAJ& al.,
2000).

Segundo Nozaket al. (2001), as técnicas
de biologia molecular provém uma eficiente
deteccdo de anaerdbjosom alta sensibilidade e
especificidade, sendo considerado, por esses
autores, como o melhor procedimento, na

JUNIOREet al., 2009).
CONCLUSOES

O monitoramento microbiol6gico pode ser
de grande importancia nos casos de periodontites
de progressao rapida, tdo bem quanto aquelas que
nao respondem adequadamente ao tratamenta

atualidade, para deteccao desses microrganismos periodontal convencional.

anoxibiontes. Além disso, muitos desses
anoxibiontes ndo crescem adequadamente em
cultura, particularmente se o transporte para o
laboratorio foi realizado sem cuidados com as
condicbes de oxidacao e reducao.

Nesse sentido, algumas das dificuldades
técnicas relativas ao PCR, como a temperatura de
anelamento dos iniciadores e a concentragdo de
magneésio nas reacdes, podem ser facilmente
superadas. Altas temperaturas de anelamento e
baixas concentracbes de magnésio geralmente
melhoram a distincdo de espécies microbianas, mas
podem resultar em baixa sensibilidade. Em
contraste, baixas temperaturas de anelamento e
altas concentracbes de magnésio aumentam a
sensibilidade de deteccdo, mas podem resultar em
reatividade cruzada e amplificacdo de bandas nao
especificas. As condi¢bes 6timas de PCR devem
ser verificadas para cada espécie individualmente.

Outras dificuldades também podem ser
encontradas com a utilizacdo de sondas de DNA,
pois as mesmas ndo discriminam entre células
viaveis e nao viaveis, produzindo resultados falso-
positivos (CHEN; SLOTS, 1999). Por outro lado as
limitacdes na utilizacdo das sondas de DNA e PCR

sdo muitos menores do que as apresentadas pelos

meétodos de cultura (RIGGI@t al., 1996; VAN
STEENBERGENEet al., 1996; COLOMBOset al.,
2002).

As técnicas de biologia molecular para a
deteccdo de periodontopatdgenos apresentam alte
sensibilidade, especificidade e seguranca.

A deteccdo por PCR e sondas de DNA é
particularmente valiosa para microrganismos que
nao podem ser cultivados ou distinguidos com
facilidade por meios de cultura.
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