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Nosso objetivo foi detectar Treponema denticola em casos de abscesso perirradicular agudo. O DNA extraido das amos-
tras de pus foi examinado pelo método da “Polymerase Chain Reaction” direcionada para o gene do RNAr (fracdo 16S).
A amplificacdo usando o “primer” da espécie Treponema denticola permitiu detecta-la em 5 dos 6 casos de abscessos
examinados. Apenas uma banda de tamanho esperado foi observada para as amostras positivas para esta bactéria, o
que foi confirmado pela comparacao com o DNA de referéncia do Treponema denticola (controle positivo). Até o momen-
to, este é o primeiro relato da presenca desta espiroqueta, considerada um importante patégeno periodontal em infec-
coes endodonticas. Os resultados sugerem que Treponema denticola também pode ser um importante patégeno endo-

dontico.

UNITERMOS: Abscesso periapical; Treponema; Reacdo em cadeia por polimerase.

INTRODUCAO

As lesoes perirradiculares sdo alteracoes pato-
logicas que ocorrem em decorréncia da necrose e
da infeccdo pulpar. O dano aos tecidos perirradi-
culares pode ser provocado pela acao direta ou in-
direta das bactérias que colonizam o sistema de
canais radiculares. Fatores de viruléncia liberados
por bactérias, como enzimas, exotoxinas e produ-
tos metabolicos, agem diretamente nesses tecidos.
Componentes da propria estrutura bacteriana,
como lipopolissacarideos, peptidoglicano e acido
lipoteicéico, podem desencadear as respostas de
defesa do hospedeiro, as quais podem gerar o dano
tecidual. Esta ultima acao caracteriza um dano te-
cidual indiretamente causado por bactérias™.

As infeccoes endodonticas sao mistas e
semi-especificas, sendo a maior parte da microbio-
ta composta por bactérias anaerobias estritas™'*.
Mais de 150 espécies bacterianas diferentes ja fo-
ram isoladas de canais radiculares infectados, al-
gumas estando diretamente relacionadas a deter-
minados sinais e sintomas”'*'*. Todavia, algumas

espécies bacterianas presentes na microbiota en-
dodontica sao de dificil cultivo e identificacao, o
que pode dificultar ou mesmo impossibilitar sua
deteccao. Isto pode conduzir a uma estimativa er-
ronea referente ao papel de determinadas espécies
bacterianas envolvidas na infeccdo do sistema de
canais radiculares. Poucos estudos encontraram
espiroquetas associadas as infeccoes endodonti-
cas. THILO et al.’® (1986) observaram-nas presen-
tes em canais radiculares de dentes envolvidos pe-
riodontalmente através da microscopia de campo
escuro e NAIR® (1987) por microscopia optica e ele-
tronica de transmissao. Todavia, ndo encontramos
estudos na literatura pesquisada a diferenciacao
de espécie (ex.: Treponema denticola).

Com a finalidade de detectar espécies bacteria-
nas fastidiosas, métodos moleculares de alta espe-
cificidade e sensibilidade tém sido wutilizados,
como, por exemplo, o método da Reacao em Cadeia
da Polimerase (“Polymerase Chain Reaction” -
PCR)**. Este método baseia-se na replicacdo do
DNA in vitro, permitindo a obtencao de copias de

* Professores Assistentes e ** Professor Titular de Endodontia da Universidade Estacio de Sa, Rio de Janeiro, RJ.
*** Professora Doutora do Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ.

209



ROCAS, 1. N.; SIQUEIRA Jr., J. F.; FAVIERI, A.; SANTOS, K. R. N. Deteccao de Treponema denticola em casos de abscesso perirradicu-
lar agudo. Pesqui Odontol Bras, v. 14, n. 3, p. 209-212, jul./set. 2000.

fragmentos espécie-especificos de DNA®. Ele envol-
ve um par de oligonucleotideos (“primers”) que
flanqueiam um segmento de DNA a ser amplifica-
do, ciclos consecutivos de desnaturacao do DNA
pelo calor, anelamento dos “primers” a suas se-
quéncias complementares e extensao dos “pri-
mers” anelados com a enzima DNA polimerase.
Uma DNA polimerase termoestavel purificada a
partir da bactéria termoéfila Thermus aquaticus
(Taq), que mantém sua atividade mesmo apos in-
cubacao prolongada a 95°C, € comumente empre-
gada. Ciclos repetidos de desnaturacao, anela-
mento e extensao produzem numerosas copias do
segmento de DNA especifico, os quais podem ser
detectados por eletroforese. A sensibilidade do
PCR permite detectar uma tnica célula bacteriana
em uma amostra, o que contrasta significativa-
mente com o método de cultura, cuja sensibilidade
varia entre 10° e 10" células na amostra®.

Baseado nessas premissas, nosso objetivo foi o
de relatar, pela primeira vez, a deteccao da bacté-
ria T. denticola em casos de abscessos perirradicu-
lares agudos, pelo método do PCR.

MATERIAIS E METODOS
Selecéo de casos

Foram selecionados seis casos clinicos diagnos-
ticados como abscessos perirradiculares agudos
de origem endodontica. Todos os casos apresen-
tavam lesdes de carie extensa, polpa necrosada,
sintomatologia dolorosa, edema submucoso e evi-
déncias radiograficas de destruicao 6ssea perirra-
dicular. Um dos pacientes também apresentou fe-
bre.

Apbs anti-sepsia da mucosa na area de tumefa-
cao com solucao de clorexidina a 2%, o material
purulento foi coletado por meio de aspiracao utili-
zando-se seringas estéreis descartaveis. A amostra
foi, entdo, transferida imediatamente para criotu-
bos contendo 1 ml de caldo Tripticase-soy conten-
do 5% de dimetil-sulfoxido (TSB/DMSO) e conge-
lada a — 20°C.

Amplificacao pelo PCR

As amostras conservadas em TSB-DMSO foram
aquecidas a 37°C, por 10 minutos, e agitadas em
vortex por 30 segundos. A suspensdo microbiana
foi lavada 3 vezes com 100 pl de agua bidestilada e
centrifugada por 2 minutos. Os “pellets” foram la-
vados novamente em 100 pl de agua bidestilada,
fervidos por 10 minutos e resfriados em gelo. De-
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pois de centrifugacido para remover detritos
celulares por 10 segundos a 4°C, o sobrenadante
foi coletado e usado como “template” para a ampli-
ficacao pelo PCR.

O DNA de referéncia do T. denticola foi extraido
usando uma modificacdo do método descrito por
SMITH et al."” (1989) servindo como controle posi-
tivo para a reacao.

As sequéncias dos “primers” para a regiao 16S
do DNAr da espécie T. denticola foram 5’ - TAA TAC
CGA ATG TGC TCA TTT ACA T - 3’e 5’ TCA AAG
AAG CAT TCC CTC TTC TTC TTA - 3’. O tamanho
relatado do amplicon é de 316 bp'.

Para indicar a presenca de bactérias nas amos-
tras coletadas foi utilizado um par de “primers”
ubiquos: 5’ GAT TAG ATA CCC TGG TAG TCC AC -
3’e 5 CCC GGG AAC GTA TTC ACC G - 3’, que
anelam com um fragmento universal também da
regidao 16S do gene do RNAr bacteriano. Isto serviu
para demonstrar que havia DNA de origem bacteri-
ana nas amostras e que a reacao do PCR nao foi
inibida. O tamanho do amplicon gerado é 602 bp.
A sequiéncia dos dois “primers” utilizados foi des-
crita por SLOTS et al' (1995) e ASHIMOTO'
(1996). Os “primers” foram obtidos através da Oli-
gos Etc. Inc. (Wilsonville, OR, EUA).

O meétodo do PCR foi relizado de acordo com
SAIKI et al’ (1998) e ASHIMOTO et al.' (1996). Ali-
quotas de 5 pl do sobrenadante das amostras clini-
cas ou 1 pl do DNA de referéncia da bactéria testa-
da (200 ng/pl) foram amplificados. A mistura para
amplificacao continha 5 pl da amostra clinica, 5 pl
10 X tampao PCR, 1,25 unidades da Taq Polimera-
se (Gibco BRL, Gaithersburg, Md, EUA), 0,2 mM de
cada desoxirribonucleosideo trifosfato (Gibco BRL)
e 1 pM de cada “primer”. A concentracao de MgCl,
na mistura foi de 2,0 mM.

A cada mistura foi adicionado 6leo mineral e a
amplificacao foi realizada em um termociclador de
DNA (PTC-100, MJ Research, Inc., Watertown,
Mass, EUA). A temperatura utilizada para a pri-
meira etapa de desnaturacao do DNA foi de 95°C
por 2 minutos, seguida de 36 ciclos de desnatura-
cao a 95°C por 30 segundos. A etapa de anelamen-
to foi realizada a 60°C por 1 minuto e a de exten-
sdo, a 72°C por 1 minuto. A etapa final foi
realizada a 72°C por 2 minutos.

Os produtos gerados pela amplificacdo foram
analisados por meio de eletroforese em gel de aga-
rose a 1,5% em tampao Tris-borato/EDTA, em
4 V/cm. O gel foi corado com brometo de etideo e
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FIGURA 1 - Eletroforese das bandas geradas pela ampli-
ficacao pelo PCR, utilizando-se o par de “primers” espe-
cificos para Treponema denticola. Na ultima linha a di-
reita, padrao de DNA de 100 bp.

fotografado sob luz ultravioleta. Um padrao de
DNA de 100 bp (Gibco BRL) serviu como marcador
de peso molecular.

RESULTADOS

Os resultados do PCR realizado com o “primer’
ubiquo confirmaram a presenca de bactérias em
todas as amostras analisadas. A amplificacdo
usando o “primer” da espécie T. denticola permitiu
detecta-la em cinco dos seis casos de abscessos
examinados. Apenas uma banda, de tamanho es-
perado, foi observada para as amostras positivas
para esta bactéria, o que foi confirmado pela com-
paracdo com o DNA de referéncia do T. denticola,
que funcionou como controle positivo. A Figura 1
mostra bandas de DNA amplificado pelo PCR apoés
a realizacao de eletroforese.

DISCUSSAO

Devido a sua alta especificidade, o método do
PCR apresenta um potencial significativo a ser ex-
plorado no diagnostico microbiolégico para a iden-
tificacdo de patogenos envolvidos no desenvolvi-
mento e perpetuacao de lesbdes perirradiculares,
por meio da amplificacdo de fragmentos de DNA
especificos de células bacterianas. Este método
permite identificar rapidamente microrganismos
de cultivo dificil ou impossivel, mesmo que presen-
tes em baixo ntiimero na amostra coletada.

Intimeros trabalhos revelaram que espiroque-
tas podem ser consideradas membros importantes

da microbiota infectante de canais radicula-
res>®!>1%17  Entretanto, os métodos utilizados, co-
mo a microscopia de campo escuro e a eletronica,
nao permitem a identificacdo das espécies envolvi-
das.

O T. denticola tem sido considerado um impor-
tante patogeno periodontal. Todavia, sua presenca
associada a infeccoes endodonticas ainda nao ha-
via sido relatada. Esta espécie € um espirilo anae-
robio estrito, do grupo das espiroquetas, dotado de
motilidade. Pode aderir-se a fibroblastos, células
epiteliais, eritrocitos, fibronectina e a hidroxiapati-
ta coberta por saliva®®'®. Tem sido demonstrado
que o T. denticola pode invadir células e tecidos®'?,
além de induzir a desgranulacao de leucocitos po-
limorfonucleares e o aumento da producéo de co-
lagenase, gelatinase e elastase. Esta espiroqueta
também apresenta atividade hemolitica, imunos-
supressora e algumas cepas expressam em sua
superficie proteinas com atividade citotoxica e de
adesao. Enzimas proteoliticas e produtos metabo-
licos também sao provaveis fatores de viruléncia
desta bactéria®.

Em nosso estudo, a partir de amostras coleta-
das de abscessos perirradiculares agudos, foi pos-
sivel identificar a espécie T. denticola em cinco de
seis casos examinados através do método PCR.
Embora as infec¢des endodonticas sejam conside-
radas multibacterianas, estes achados sugerem
que esta espiroqueta pode exercer um papel im-
portante no desenvolvimento de alteracoes perir-
radiculares sintomaticas de origem endodontica.

CONCLUSOES

O método do PCR permitiu a deteccao da bacté-
ria Treponema denticola em cinco dos seis casos de
abscesso examinados. Estes dados sugerem que
este importante patdégeno periodontal também po-
de estar envolvido na inducéo de lesdes perirradi-
culares sintomaticas de origem endodontica. Além
disso, demonstram claramente que o PCR pode ser
utilizado para a rapida deteccao de microrganis-
mos envolvidos em infeccoes endodonticas, inclu-
sive aqueles de cultivo dificil ou impossivel.
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The purpose of this study was to report the detection of Treponema denticola in five out of six cases of acute
periradicular abscesses. The 16S rRNA gene directed Polymerase Chain Reaction was the method utilized. This is
probably the first report hitherto of the occurrence of this spirochete in acute periradicular abscesses.

UNITERMS: Periapical abscess; Treponema; Polymerase chain reaction.
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