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Resumo 

FAVERI, M. Diversidade bacteriana por análise clonal de 16S rRNA e pela 
Hibridação DNA-DNA em amostras de biofilme subgengival de indivíduos 
portadores de periodontite agressiva. 2007. 77 f. Tese (Doutorado em 
microbiologia) – Instituto de Ciências biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2007. 
 
 O objetivo deste estudo foi determinar a diversidade bacteriana no biofilme 

subgengival de indivíduos portadores de doença periodontal agressiva (PA) 

usando métodos moleculares independentes de cultura baseados na clonagem 

do gene 16S rRNA e pela técnica da Hibridação DNA-DNA. Doze indivíduos com 

PA e 30 indivíduos com saúde periodontal (S) foram selecionados. Medidas de 

profundidade de sondagem, (PS), nível clínico de inserção, sangramento à 

sondagem, sangramento gengival, acúmulo de placa supragengival e supuração 

foram mensurados em 6 sítios por dente. Amostras de placa subgengival foram 

coletadas de 9 sítios por indivíduo para análise na técnica da Hibridação DNA-

DNA. Para a análise clonal do gene 16S, uma amostra por indivíduo com 

PS>7mm de 10 indivíduos com PA foram selecionados. O DNA foi extraído e o 

gene 16S rRNA foi amplificado usando o par de iniciadores universais 9F e 

1525R. Os genes amplificados foram clonados, seqüenciados e identificados 

comparando com o banco de dados de seqüências 16S rRNA. Os níveis médios, 

proporção e % de sítios colonizados por 38 espécies subgengivais foram 

determinados utilizando a Hibridação DNA-DNA e a diversidade da microbiota 

subgengival foi determinada utilizando a análise clonal 16S. Patógenos 

periodontais, tais com T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola foram encontrados 

em alta proporção no grupo PA (p<0,001) em comparação ao grupo S, mesmo 
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em bolsas rasas (PS<3mm). Espécies consideradas compatíveis com o 

hospedeiro, tais como Actinomyces e Streptococcus ssp estavam em níveis 

elevados na saúde periodontal. A. actinomycetemcomitans foi encontrado em 

níveis elevados, proporções e prevalência no grupo PA em comparação ao 

grupo S utilizando sondas genômicas. Em relação à análise clonal do gene 16S, 

120 diferentes espécies foram identificadas em 10 indivíduos e 1094 clones 

foram seqüenciados. Destes, 70 espécies foram as mais prevalentes. 57% 

destas espécies não foram cultivadas. Várias espécies de Selenomonas e 

Streptococcus foram encontradas em alta prevalência e proporção em todos os 

indivíduos. De uma maneira geral, 50% da biblioteca genômica foi formada por 

espécies destes dois gêneros. Selenomonas sputigena, foi a espécie mais 

comumente detectada, sendo encontrada em 9 dos 10 indivíduos. Outras 

espécies de Selenomonas frequentemente presentes em altos níveis, foram 

Selenomonas noxia, Selenomonas sp. EW084, Selenomonas sp. EW076, 

Selenomonas FT050, Selenomonas sp. P2PA_80 e Selenomonas sp. strain 

GAA14. A microbiota subgengival do grupo PA difere marcantemente dos 

indivíduos do grupo S e outras espécies, provavelmente espécies de 

Selenomonas podem estar associadas à doença periodontal agressiva.  

 

Palavras-chaves: Doença periodontal agressiva, microbiota subgengival, 

bactérias não-cultivaveis, gene 16S rRNA, sondas genômicas.  
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Abstract 

FAVERI, M. Microbiological diversity by 16S rRNA clonal analysis and by 
Checkerboard DNA-DNA Hybridization in subgingival biofilm samples of 
subjects with aggressive periodontitis. 2007. 77 f. thesis (Doctorate in 
Microbiology) – Instituto de Ciências biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2007. 
 
The purpose of this study was to determine the bacterial diversity in the 

subgingival plaque of subjects with aggressive periodontitis (AgP) by using 

culture-independent molecular methods based on ribosomal 16S rRNA gene 

cloning and by using the Checkerboard DNA-DNA hybridization technique. 

Twelve subject with AgP and 30 periodontally healthy (PH) subjects were 

selected. Measurement of pocket depth (PD), clinical attachment level, bleeding 

on probing, gingival bleeding, supragingival plaque accumulation and 

suppuration were recorded at 6 sites per tooth. Subgingival plaque samples were 

collected from 9 sites per subject for using in the Checkerboard DNA-DNA 

technique. For the 16S cloning analysis one sample per subject with PD>7mm of 

10 subjects with AgP were selected. DNA was extracted and 16S rRNA gene 

amplified with universal primer pairs 9F and 1525R. Amplified genes were 

cloned, sequenced and identified by comparison with 16S rRNA database.  The 

mean counts, proportions and % of sites colonized by 38 subgingival bacterial 

species were determined by checkerboard DNA-DNA hybridization and the 

diversity of the subgingival microbiota was determined by 16S cloning analysis. 

Periodontal pathogens, such as T. forsythia, P. gingivalis and T. denticola were 

found in higher proportions AgP groups (p<0.001) than in PH subjects, even in 

shallow pockets (PD<3mm). Species considered being host compatible, such as 
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Actinomyces and Streptococcus ssp. were elevated in periodontal health.  A. 

actinomycetemcomitans was found in higher levels, proportions and prevalence 

in AgP than in PH subjects using genomic probes.  As regard the 16S gene 

cloning analysis, 120 species were identified from 10 subjects and 1094 clones 

sequenced. Of these, 70 species was most prevalent. 57% of the species were 

not cultivable. Several species of Selenomonas and Streptococcus were found in 

high prevalence and proportion in all subjects. Overall, 50% of the clone libraries 

were formed by these two genera.   Selenomonas sputigena, the specie most 

commonly detected, was found in 9 of 10 subjects. Other species of 

Selenomonas were often present in high levels, including Selenomonas noxia, 

Selenomonas sp. EW084, Selenomonas sp. EW076, Selenomonas FT050, 

Selenomonas sp. P2PA_80 and Selenomonas sp. strain GAA14. The subgingival 

microbiota of AgP markedly differed from PH subjects using genomic probes and 

other species, notably species of Selenomonas, may be associated with disease 

in aggressive periodontitis subjects. 

 

Key-words: aggressive periodontitis; subgingival microbiota, uncultivable 

bacteria, 16S rRNA gene, genomic probe.  
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1 INTRODUÇÃO  

A doença periodontal agressiva é uma infecção que acomete indivíduos 

sistemicamente saudáveis, caracterizada por uma grande perda de inserção 

clínica associada a uma rápida destruição óssea alveolar, atingindo 

normalmente indivíduos jovens (TONETTI e MOMBELI, 1999; ARMITAGE, 

1999; LANG et al., 1999). Esta periodontite pode apresentar-se na forma 

localizada ou generalizada, dependendo da extensão da infecção (ARMITAGE, 

1999; LANG et al., 1999; ARMITAGE, 2004). 

A microbiota da doença periodontal agressiva é complexa consistindo 

geralmente de bactérias anaeróbias Gram-negativas, tais como Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (Actinobacillus actinomycetemcomitans; NORSKOV-

LAURITSEN e KILIAN 2006), Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 

Tannerella forsythia, Campylobacter rectus e Fusobacterium ssp. (LOESCHE et 

al., 1985; MULLALLY et al., 2000; KAMMA et al., 2001, KAMMA et al., 2004). O 

papel de bactérias específicas, especialmente do A. actinomycetemcomitans na 

forma localizada da doença periodontal agressiva tem sido extensivamente 

estudado em adolescentes e adultos jovens (ZAMBON et al., 1983; TINOCO et 

al., 1997; DARBY et al., 2000; CORTELLI et al., 2005; YANG et al., 2005). 

SLOTS et al. (1980), analisando por meio de cultura microbiana, amostras de 

biofilme subgengival de bolsas periodontais profundas de pacientes portadores 

de doença periodontal agressiva localizada, detectaram A. 

actinomycetemcomitans em 9 dos 10 indivíduos analisados. Outros estudos 

detectaram A. actinomycetemcomitans em cêrca de 75 a 100% das amostras de 
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bolsas periodontais ativas na doença periodontal agressiva (SLOTS et al., 1980; 

MANDELL e SOCRANSKY, 1981; ZAMBON et al., 1983; CHRISTERSSON et 

al., 1985; ZAMBON, 1985; RUSSO et al., 1998; LEE et al., 2003; CORTELLI et 

al., 2003; YANG et al., 2005) demonstrando assim a relação existente entre este 

patógeno e a forma agressiva da doença periodontal. Por outro lado, a 

prevalência deste patógeno em indivíduos jovens sem perdas ósseas alveolares 

ou portadores de doença periodontal crônica é mais baixa, variando entre 19 a 

28% (TINOCO et al., 1997; MOMBELI et al., 2002; CORTELLI et al., 2005).  

Embora A. actinomycetemcomitans seja considerado como o principal 

patógeno na doença periodontal agressiva, existem algumas controvérsias na 

literatura (HAN et al., 1991; LOPEZ et al., 1996; MULLALLY et al., 2000; 

KAMMA et al., 2001; ISHIKAWA et al., 2002; TREVILATTO et al., 2002; 

TAKEUCHI et al., 2003; GAJARDO et al., 2005). MULLALLY et al. (2000), e 

KAMMA et al. (2001), estudando populações na Irlanda do Norte e na Grécia, 

respectivamente, observaram por meio da técnica do PCR (Reação em cadeia 

da polimerase) uma baixa prevalência de A. actinomycetemcomitans (28% e 

18,8%) em bolsas periodontais de indivíduos com doença periodontal agressiva 

localizada. Em outro estudo, HAN et al. (1991) não detectaram por cultura A. 

actinomycetemcomitans em nenhuma das 23 amostras subgengivais obtidas de 

indivíduos chineses portadores da forma agressiva da doença periodontal. 

TREVILATTO et al. (2002) estudaram uma família brasileira com doença 

periodontal agressiva (n=14) e relataram uma baixa prevalência de A. 

actinomycetemcomitans, questionando assim o valor do isolamento deste 
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microrganismo como forma de diagnóstico para a doença periodontal agressiva. 

Recentemente, GAJARDO et al. (2005) por meio de cultura microbiana isolaram 

A. actinomycetemcomitans em apenas 19,4% das bolsas periodontais de 30 

indivíduos com doença periodontal agressiva em uma população chilena. Esta 

baixa prevalência de A. actinomycetemcomitans na população chilena já havia 

sido reportada por LOPEZ et al. (1996). Complementando, MOMBELLI et al. 

(2002), em uma revisão sistemática da literatura, relataram que a presença ou 

ausência de A. actinomycetemcomitans não pode ser um parâmetro para 

diferenciar indivíduos com doença periodontal agressiva e com a forma crônica 

da doença. Assim, estes estudos sugerem que outros microrganismos podem 

estar associados à etiologia da doença periodontal agressiva.  

Inúmeros métodos têm sido utilizados para a identificação dos 

microrganismos bucais. As técnicas de microscopia de contraste de fase e de 

campo escuro podem demonstrar diferenças de tamanho, forma e motilidade 

dos microrganismos presentes no biofilme dental. Porém, estes métodos 

microscópicos não diferenciam as espécies bacterianas (LOESCHE et al., 1985; 

BELTRAMI et al., 1987; OMAR et al., 1990; FURUICHI et al., 1996; DAHAN et 

al., 2004). O método de cultura, considerado o “padrão-ouro”, é capaz de 

identificar diversos microrganismos presentes no biofilme dental, além de ser 

extremamente importante para a busca de novas espécies e para a 

determinação da susceptibilidade microbiana a diferentes antibióticos (NEWMAN 

e SOCRANSKY,1977; ALI et al., 1992; LIE et al., 1995). Entretanto estima-se 

atualmente que a cavidade bucal apresente aproximadamente 700 espécies de 
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bactérias, sendo que mais de 50% destas espécies ainda não foram cultivadas 

(KAZOR et al. 2003). Assim, outros microrganismos poderiam estar associados 

à doença periodontal, embora muitos não tenham sido ainda cultivados e 

caracterizados (PASTER et al., 2001; KUMAR et al., 2005). Desta maneira, 

vários métodos independentes de cultura surgiram nos últimos anos com o 

objetivo de obter maiores informações sobre a composição da microbiota bucal, 

entre eles, métodos baseados em sondas de DNA como o a técnica da 

Hibridação DNA-DNA (Checkerboard DNA-DNA Hybridization), ou na PCR 

qualitativa ou quantitativa usando PCR em tempo real.  

O método da Hibridação DNA-DNA foi desenvolvido por SOCRANSKY et 

al. (1994) e utiliza sondas genômicas de DNA para a identificação de até 40 

espécies bacterianas em 28 amostras de biofilme dental por teste. Esta técnica 

permite a elaboração de estudos de grande porte para o conhecimento da 

microbiota das doenças periodontais, propiciando a avaliação de um grande 

número de amostras e de microrganismos bucais ao mesmo tempo. As maiores 

vantagens deste método de diagnóstico incluem a rápida identificação e a 

avaliação semiquantitativa dos microrganismos presentes nas amostras, a 

identificação de bactérias de difícil cultivo e o baixo custo. Sendo assim, a 

Hibridação DNA-DNA têm sido utilizada com sucesso na avaliação da 

composição da microbiota subgengival e de outros nichos da cavidade oral 

(HAFFAJEE et al., 1997a, b; FERES et al., 1999; CUGINI et al., 2000; 

XIMENEZ-FYVIE et al., 2000; FERES et al., 2001; FAVERI et al., 2006).  
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Para determinar a diversidade bacteriana, sem a necessidade do cultivo 

dos microrganismos, foram desenvolvidos também métodos baseados na 

extração do DNA da amostra, amplificação da região do gene 16S rRNA com a 

utilização de iniciadores universais, clonagem do amplicom em Escherichia coli e 

sequenciamento genético (OLSEN et al., 1986; HUGENHOLTZ e PACE, 1996; 

HUGENHOLTZ  et al., 1998; PASTER et al., 2001; KAZOR et al., 2003; KUMAR 

et al., 2005). Investigações utilizando esta metodologia em amostras de biofilme 

subgengival de indivíduos portadores de doença periodontal crônica, 

demonstraram a presença de novos filotipos (espécies) de bactérias que 

poderiam estar associados à periodontite crônica (SAKAMOTO et al., 2000; 

PASTER et al., 2001; KUMAR et al., 2003; KUMAR et al., 2005). PASTER et al. 

(2001) relataram que a comunidade bacteriana presente no ambiente 

subgengival consistia em aproximadamente 415 espécies baseados na análise 

de 2522 clones 16S rRNA e estimaram que o total da diversidade bacteriana na 

cavidade bucal seria de 500 espécies.  
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2 OBJETIVOS 

Baseado no exposto, os objetivos do presente estudo foram:  

Avaliar a microbiota presente na doença periodontal agressiva pela: 

- Determinação do perfil microbiano por Hibridação DNA-DNA e 

comparação com o perfil obtido de amostras de indivíduos com saúde 

periodontal, correlacionando os dados clínicos com os dados 

microbiológicos. 

-  Estimativa da diversidade bacteriana pela técnica da análise clonal de 

16S rRNA.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Seleção da população 

Foram selecionados 12 indivíduos portadores de periodontite agressiva 

(grupo PA) e 30 indivíduos com saúde periodontal (grupo S - controle). Todos os 

participantes foram informados sobre os objetivos do estudo, seus riscos e 

benefícios, incluindo os tipos de medições clínicas, forma de coleta de amostras 

e terapias que seriam realizadas. Os pacientes que concordaram em participar 

do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 

01), responderam a um questionário de saúde/anamnese (Anexo 2) e  quando 

necessário receberam a terapia periodontal, estando de acordo com as diretrizes 

e normas do Conselho Nacional de Saúde (Resolução n° 196/96). O projeto foi 

submetido à apreciação do Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB/USP) 

obtendo o parecer favorável a sua realização (Anexo 3). 

  

3.2 Avaliação clínica 

O exame clínico periodontal foi realizado por um único examinador 

previamente treinado no início do estudo com o objetivo de realizar o diagnóstico 

do indivíduo e selecionar os sítios-teste.  

Todos os dentes, exceto os terceiros molares, foram avaliados em 6 sítios 

(mésio-vestivular, vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual, disto-

lingual), para os seguintes parâmetros: 
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-Índice de placa visível - IPV (AINAMO e BAY, 1975): presença (escore 1) ou 

ausência (escore 0) de placa dentária supragengival visível, após lavagem e 

secagem dos dentes.  

-Índice de sangramento gengival – ISG (AINAMO e BAY, 1975): presença 

(escore 1) ou ausência (escore 0) de sangramento na gengiva marginal após 

percorrer levemente a sonda periodontal ao longo do sulco gengival.  

-Profundidade de sondagem – PS: distância, em milímetros, entre a margem 

gengival livre e a porção mais apical sondável do sulco/bolsa periodontal.  

-Nível clínico de inserção - NCI: distância, em milímetros, entre a junção 

esmalte-cemento e a porção mais apical sondável do sulco/bolsa periodontal. 

-Sangramento à sondagem - SS: presença (escore 1) ou ausência (escore 0) de 

sangramento após 20 segundos da sondagem com sonda periodontal 

milimetrada. 

-Supuração: presença (escore 1) ou ausência (escore 0) de supuração após 20 

segundos da sondagem com sonda periodontal milimetrada. 

A metodologia utilizada para a calibração do examinador foi preconizada 

por ARAUJO et al. (2003) onde se avaliou o erro padrão da medida (e.p.m) e o 

erro médio percentual (e.m.p) para os parâmetros clínicos periodontais 

contínuos (profundidade de sondagem e nível clínico de inserção). O e.p.m e 

e.m.p foram de 0,14mm e 4,3% para a profundidade de sondagem e de 0,31mm 

e 7,86% para o nível clínico de inserção, respectivamente. Para as variáveis 

categóricas (índice de placa visível e índice de sangramento gengival), 

considerando somente a presença ou a ausência do parâmetro clínico, foi 
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realizada a média do nível de concordância para o examinador, sendo 

encontrada uma concordância superior a 92% (Teste Kappa).  

Para estes exames foram utilizadas sondas periodontais milimetradas tipo 

PCPUNC-BR 15 (HuFriedy do Brasil, RJ, RJ, Brasil). 

 

3.3 Critérios de inclusão e exclusão 

 

3.3.1 Critérios de inclusão  

Doença periodontal agressiva (PA) 

Os indivíduos foram selecionados segundo alguns critérios propostos pela 

Academia Americana de Periodontia (AAP) (ARMITAGE 1999):  possuir no 

mínimo 20 dentes, excluindo-se os terceiros molares; possuir mínimo de 6 

dentes com pelo menos 1 sítio interproximal apresentando profundidade à 

sondagem e nível clínico de inserção maior do que 5 mm, não contíguos, 

localizados na região de incisivos e molares e outros 6 dentes com as mesmas 

características clínicas localizados em outros grupos de dentes, e idade < 30 

anos.   

Indivíduos com saúde periodontal (S)  

Ter idade superior a 20 anos de idade; possuir no mínimo 20 dentes 

excluindo-se os terceiros molares; não apresentar sítios com PS e/ou NCI maior 

do que 4 mm; não apresentar sinais clínicos de gengivite generalizada e não 

apresentar mais de 30% dos sítios com sangramento à sondagem. 
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3.3.2 Critérios de exclusão 

 Ser fumante; estar grávida ou amamentando; ter realizado tratamento 

periodontal previamente; uso de antibióticos sistêmicos nos últimos 12 meses; 

ter utilizado antissépticos bucais nos últimos seis meses; ter história de doença 

sistêmica que comprometa a resposta do hospedeiro ou exija medicação 

profilática ao tratamento. 

 

3.4 Seleção dos sítios testes 

Foram selecionados aleatóriamente 3 sítios com PS < 3 mm, 3 sítios com 

PS entre 4 e 6 mm e 3 sítios com PS > 7 mm nos indivíduos com doença 

periodontal agressiva. Quando o indivíduo não possuía 3 sítios > 7 mm, foram 

coletados sítios intermediários (entre 4 e 6 mm) para completar os 9 sítios. Nos 

indivíduos com saúde periodontal foram coletados 9 sítios com PS < 3mm que 

não apresentavam sangramento à sondagem. 

 

3.4.1 Coleta das amostras de placa subgengival 

Após a remoção da placa supragengival a coleta de amostras de biofilme 

subgengival foi feita com curetas Gracey do tipo mini-five (HuFriedy, USA), 

posicionadas na porção mais apical dos sítios selecionados. As amostras foram 

depositadas em tubos de polipropileno de 1,5 ml (tubo 1) contendo 200 μl de 

solução TE (10 mM Tris-HCl, 0,1mM EDTA, pH 7,6). Imediatamente após a 

coleta da amostra, está foi homogeneizada por 1 minuto em agitador de tubos e 

alíquotas de 50 μl foram transferidas para um segundo tubo (tubo 2). Foram 
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acrescidos 100 μl de solução de NaOH a 0,5 M ao tubo 1 contendo 150 μl de 

suspensão bacteriana em tampão TE, para que o DNA bacteriano 

permanecesse viável por longos períodos de tempo para análise por meio da 

técnica da Hibridação DNA-DNA (Checkerboard DNA-DNA Hybridization). A 

amostra contida no tubo 2 foi utilizada para a extração do DNA, e posterior 

amplificação do gene 16S rRNA. Estes tubos foram identificados e armazenados 

à -70OC por um período máximo de 3 meses até serem analisados.  

 

3.5 Análise microbiológica 

 

 3.5.1 Análise microbiológica por meio da técnica da Hibridação DNA-DNA. 

 

Amostras   

As amostras para a análise por meio da técnica da Hibridação DNA-DNA 

foram selecionadas conforme o item 3.4 Seleção dos sítios testes. Assim, foram 

avaliadas 108 amostras de indivíduos portadores de doença periodontal 

agressiva e 270 amostras de indivíduos com saúde periodontal. 

  

Preparo das sondas 

Cepas bacterianas e condições de crescimento 

A lista das 38 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o preparo 

das sondas de DNA está apresentada na Tabela 1. As espécies bacterianas 

avaliadas foram selecionadas segundo sua associação com diferentes tipos de 
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doenças ou saúde periodontal (SOCRANSKY et al., 1998). Todas as cepas 

foram adquiridas liofilizadas da ATCC (American Type Culture Collection, 

Rockville, MD, USA) ou do Forsyth Institute (Boston, MA, EUA). O conteúdo 

liofilizado foi rehidratado em caldo Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI, 

EUA) e cultivado em meio adequado, a 35oC sob condição de anaerobiose (80% 

N , 10% CO , 10%H2 2 2). A maioria das espécies foi cultivada em ágar triptone soja 

(Difco) com 5% de sangue desfibrinado de carneiro (BBL, Baltimore Biological 

Laboratories, Cockeysville, MD, EUA), e este suplementado quando necessário. 

A espécie T. forsythia foi cultivada neste meio acrescido de 10 µg/ml de ácido N-

acetil murâmico (NAM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). P. gingivalis 

e P. intemedia foram cultivadas neste meio acrescido de 0,3µg/ml de menadiona 

(Sigma) e 5µg/ml de hemina (Sigma). As espécies T. denticola e T. socranskii 

foram cultivadas em caldo Mycoplasma (Difco) suplementado com 1mg/ml de 

glicose (Sigma), 400µg/ml de niaciamida (Sigma), 150µg/ml espermina 

tetrahidroclorídrica (Sigma), 20µg/ml de isobutirato de Sódio (Sigma), 1mg/ml de 

L-cisteína (Sigma), 5µg/ml de tiamina pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro bovino 

(Laborclin, São José dos Pinhais, PR, Brasil). 

 

Isolamento do DNA e preparo das sondas 

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na superfície de 

placas de ágar-sangue, com exceção das 2 espécies de espiroquetas, que 

foram cultivadas em caldo de cultura, por 3 a 7 dias. As colônias foram raspadas 

e depositadas em tubos de microcentrífuga de 1,5ml contendo 1ml de solução 
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TE (10 mM Tris-HCl, 0,1mM EDTA, pH 7,6). As células foram lavadas 2 vezes 

por centrifugação na solução-tampão de TE a 3.000 g x por 10 minutos. Em 

seguida, as células das cepas Gram-negativas foram novamente suspensas e 

lisadas com SDS (dodecilsulfato de sódio, C H NaO12 25 4S) (Labsynth) a 10% e 

proteinase K em uma concentração de 20mg/ml (Sigma). As células de bactérias 

Gram-positivas foram suspensas em 150µl tampão TE (pH 8,0). e lisadas após a 

adição de 15mg/ml de lisozima (Sigma) e 5mg/ml de acromopeptidase (Sigma). 

O DNA foi isolado e purificado como descrito por SMITH et al. (1989). As sondas 

genômicas foram preparadas para cada uma das 38 espécies pela marcação de 

1µg do DNA bacteriano com digoxigenina, por meio do random primer 

digoxigenin labeling kit (Roche, EUA), de acordo com o método descrito por 

FEINBERG e VOGELSTEIN (1983).  

 

Hibridação DNA-DNA 

Foram determinados os níveis, prevalências e proporções das diferentes 

espécies nas amostras de placa subgengival dos 12 indivíduos com periodontite 

agressiva e nos 30 saudáveis, utilizando-se a técnica da Hibridação DNA-DNA 

(Checkerboard DNA-DNA Hybridization). As suspensões contidas nos tubos 

(tubo 1) foram fervidas em banho-maria por 10 minutos e, em seguida, 

neutralizadas pela adição de 0,8 ml de acetato de amônia a 5 M. Cada 

suspensão de placa bacteriana contendo o DNA livre foi depositada em uma das 

canaletas do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, USA), sendo assim, 

transferidas para membrana de nylon (15 x 15cm) com carga positiva 
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(Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire, Inglaterra). As duas 

últimas canaletas do Minislot 30 (Immunetics) foram ocupadas por controles 

contendo uma mistura do DNA das espécies de microrganismos investigadas 

pelas sondas, nas concentrações correspondentes a 105 6 e 10  células, ou seja, 

1ng e 10ng de DNA de cada espécie, respectivamente (SOCRANSKY et al., 

1994; HAFFAJEE et al., 1997a, b). A membrana foi então removida do Minislot 

30 (Immunetics) e o DNA foi fixado por meio de aquecimento em forno a 120º C 

por 20 minutos. 

A membrana foi pré-hibridizada a 42º C, por 1 hora, em uma solução 

contendo 50% de formamida, 1% de caseína (Sigma), 5 x tampão salina citrato -

SSC (1 x SSC = 150mM NaCl, 15mM de citrato de sódio, pH 7,0), 25 mM de 

fosfato de sódio (pH 6,5) (Na HPO2 4, Labsynth) e 0,5 mg/ml de RNA de levedura 

(Sigma).   

Em seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter 45 (Immunetics, 

Cambridge, MA, EUA) com as linhas de DNA das amostras e controle 

perpendiculares às canaletas do aparato. Em cada canaleta do Miniblotter 45 

(Immunetics) foi adicionada uma sonda de DNA (diluída a aproximadamente 

20ng/ml) em 130 μl de uma solução de hibridização composta de 45% de 

formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sódio (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA de 

levedura (Boehringer Mannheim), 10% de sulfato de dextrano e 1% de caseína 

(Sigma). A hibridação foi realizada por um período mínimo de 20 horas, a 42º C.  
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Detecção das espécies 

Após o período de hibridização, a membrana foi removida do Miniblotter 

45 (Immunetics) e lavada por 40 minutos a 65ºC numa solução estringente 

composta de 1% de SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na HPO2 4, a fim de 

remover as sondas que não hibridizaram completamente. Em seguida, a 

membrana foi imersa por 1 hora em uma solução contendo 1% de ácido maléico 

(C H O4 4 4), 3 M de NaCl, 0,2 M de NaOH, 0,3% de Tween 20, 0,5% de caseína, 

pH 8,0, e, logo após, mantida por 30 minutos na mesma solução contendo o 

anticorpo anti-digoxigenina conjugado à fosfatase alcalina em uma concentração 

de 1:10.000. A membrana foi submetida a lavagem por 2 vezes, por 20 minutos, 

com uma solução de 0,1 M de ácido maleico, 3 M de NaCl, 0,2 M de NaOH, 

0,3% de Tween 20, pH 8,0, e 1 vez, por 5 minutos, em uma solução de 0,1 M de 

Tris HCl, 0,1M de NaCl, 50 mM de MgCl , pH 9,5. 2

Para a detecção dos sinais, a membrana foi incubada por 45 minutos a 

37°C em uma solução detectora a base de fosfatase alcalina, CDP-Star™ 

Detection Reagent (Amersham). Em seguida, a membrana foi colocada em um 

cassete, Chassi Radiográfico 30 x 40 cm (Konex, São Paulo, SP, Brasil), sob um 

filme radiográfico 18 x 24 cm (Agfa Gevaert, NV, Bélgica) por aproximadamente 

40 minutos. O filme foi posteriormente revelado manualmente pelo método 

convencional temperatura-tempo, de acordo com orientações do fabricante. As 

soluções reveladoras e fixadoras utilizadas foram da marca Kodak, mantidas à 

temperatura de 20ºC. 
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Tabela 1.  Relação das cepas empregadas para a confecção das sondas de 
DNA. As espécies foram ordenadas de acordo com os complexos 
descritos por SOCRANSKY et al. 1998 

Espécies Cepas Espécies Cepas 

Complexo Laranja (cont.)   Actinomyces  sp. 
a  a23860 25586Actinomyces gerencseriae Fusobacterium nuc. ssp. nucleatum 
 a  a12102 10953Actinomyces israelii Fusobacterium nuc.  polymorphum 
 a  a12104 49256Actinomyces naeslundii I Fusobacterium nuc. ssp. vincentii 

 a 33693Complexo Roxo Fusobacterium periodonticum 
 a  a17929 33270Actinomyces odontolyticus  Peptostreptococcus micros 
 a  a10790 25611Veillonella parvula Prevotella intermedia 

 a 33563Complexo Amarelo Prevotella nigrescens 
 a  a10558 27823Streptococcus gordonii  Streptococcus constellatus 
 a27335  Complexo Vermelho Streptococcus intermedius 
 a  a49456 43037Streptococcus mitis Tannerella forsythia 
 a  a35037 33277Streptococcus oralis Porphyromonas gingivalis 
 a  b10556 B1Streptococcus sanguinis Treponema denticola 

  Complexo Verde Outras Espécies 
 a     € 33271A. actinomycetemcomitans a e b Eubacterium saburreum 

 a  a33624 27824Capnocytophaga gingivalis Gemella morbillorum  
 a  a33596 14201Capnocytophaga ochracea Leptotrichia buccalis 
 a  a33612 25845Capnocytophaga sputigena Prevotella melaninogenica 
 a23834 ₤ Eikenella corrodens Propionibacterium acnes  

 a 43541Complexo Laranja Selenomonas noxia 
 a  a33236 33397Campylobacter gracilis Streptococcus anginosus 
 a  b33238 S1Campylobacter rectus Treponema socranskii 
 a51146   Campylobacter showae 
 a33099   Eubacterium nodatum 

 
a ATCC (American Type Culture Collection) 
b Forsyth Institute, Boston, MA, USA.  

a€: sondas preparadas com as espécies A. actinomycetemcomitans sorotipo a (43718 ) e 
o A. actinomycetemcomitans sorotipo b (29523 a). 

₤: sondas preparadas com as espécies P. acnes I (11827 a) e com P. acnes II (11828a) 
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A leitura dos filmes radiográficos foi realizada por um único examinador 

treinado, da seguinte forma: cada sinal produzido por uma determinada sonda 

correspondente a amostra de biofilme foi comparado em intensidade ao sinal 

produzido pela mesma sonda nos dois controles contendo 105 6 e 10  bactérias, 

utilizando os códigos descritos na Tabela 2. Estes registros foram então 

utilizados para determinar os níveis das diferentes espécies investigadas por 

amostra coletada.  

 

 

 

Tabela 2. Códigos utilizados para a determinação dos níveis dos 
microrganismos nas amostras de placa subgengival, após 
exame visual dos sinais observados para cada amostra e 
comparação com controles em filmes radiográficos obtidos 
após a hibridação DNA-DNA. 

  

ÍNDICE NÍVEL DO MICRORGANISMO 
0 Não detectado 
1 Menos de 105 células 
2 Aproximadamente 105 células 
3 Entre 105 e 106 células 
4 Aproximadamente 106 células 
5 Mais de 106 células 
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3.5.2 Análise da microbiota por sequenciamento do gene 16S rRNA 

 

3.5.2.1 Seleção dos sítios testes 

 Os sítios foram selecionados de maneira aleatória, considerando o tipo de 

análise a ser realizada, sendo: 

a)  Uma amostra com PS > 7mm de 10 indivíduos com doença periodontal 

agressiva, com o objetivo de analisar a diversidade bacteriana em indivíduos 

com PA. 

b) Uma amostra de um segundo sítio com PS>7mm  e um sítio com PS<3mm 

sem sangramento a sondagem, com o objetivo de avaliar a diversidade 

bacteriana entre sítios dentro do mesmo indivíduo.  

c) Uma amostra de um sítio já seqüenciado, com o objetivo de avaliar a 

reprodutibilidade do método. 

 

3.5.2.2 Extração de DNA 

O tubo (tubo 2) contendo 50 μl da amostra foi utilizado para extração do 

DNA segundo o método descrito por DEWHIRST et al. (2000). Após o 

descongelamento da amostra, foram adicionados 1μl de solução de proteinase K 

em uma concentração de 200mg/ml (Sigma) e 5 μl de solução de Tween 20 a 

5%.  A amostra foi aquecida a 55 0 0C durante 2hs e posteriormente a 95 C por 

10 minutos para inativação da Proteinase K em um termociclador (Gen Amp 

PCR System 2400, Applied Biosystems, California, EUA).  
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3.5.2.3 Amplificação da região 16S rRNA pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR)  

O DNA das amostras foi utilizado como molde na reação em cadeia da 

polimerase padrão para amplificação da região 16S rRNA utilizando os 

iniciadores universais modificados para organismos procariotas do domínio 

Bactéria propostos por PASTER et al. (2001). 

Os oligonucleotídeos apresentam as seguintes seqüências: 

forward primer 9F  5′-GAG TTT GAT YMT GGC TCA G-3’ 

reverse primer 1525R  5’-GAA GGA GGT GWT CCA DCC-3’ 

Para cada reação de amplificação da região 16S rRNA de 

microrganismos procariotas foram utilizados: 1μl de DNA molde, 0,5μl de  

Platinum Taq polimerase (5 unidades/μl, Invitrogen), 5 μl de tampão (10X), 4μl 

de dNTPs (10nM) , 1μl de uma solução de cada iniciador (25 pmoles), 1,5 μl de 

cloreto de magnésio (50 mM) e 36 μl água Milli Q estéril q.s.p. para uma solução 

final de 50 μl. 

As reações de amplificação para microrganismos do domínio Bactéria 

foram realizadas segundo as seguintes condições (PASTER et al., 2001): 

desnaturação inicial a 94oC por 4 minutos, seguindo-se 30 ciclos de 

desnaturação a 94o o oC por 45 segundos, 60 C por 45 segundos e 72 C por 90 

segundos, com 1 segundo adicional para cada ciclo e uma extensão final de 15 

minutos a 72oC em termociclador (Gen Amp PCR System 2400, Applied 

Biosystems, Califórnia, EUA). Os produtos da reação de PCR foram submetidos 

à corrida eletroforética em gel de agorose a 1%, em tampão Tris Acetato EDTA 
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(TAE, Tris acetato a 40mM, ph 8,5; EDTA a 2mM) e corados com brometo de 

etídio. Os fragmentos específicos contendo 1500 pb foram visualizados e 

documentados sob luz ultravioleta. 

3.5.2.4 Clonagem 

Após a determinação da presença do amplicom, descritos no item - 

Amplificação da região 16S rRNA pela reação em cadeia da polimerase - estes 

foram clonados em E. coli. Para a clonagem foi utilizado o kit comercial TOPO 

TA Cloning - Version P (Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante.   

Os produtos obtidos foram ligados ao vetor TOPO. A seguir, as células 

quimiocompetentes de E.coli TOPO foram transformadas por choque térmico e 

meio S.O.C. (2% Triptone, 0,5% extrato de levedura, 10mM NaCL, 2,5 mM KCL, 

10mM MgCL , 10mM MgSO2 4, 20 mM glucose)   foi adicionado em seguida. As 

células foram semeadas em placas de Petri contendo ágar Luria-Bertani 

acrescido de 50μg/ml de Canamicina e posteriormente incubadas a 37o C por 

24hs. As colônias recombinantes foram transferidas para tubos contendo 40 µl 

de tampão TE e mantidas em a -70oC até o momento do processamento.   

Foram selecionadas 96 colônias por amostra clonada e em seguida foi 

realizada uma reação de PCR contendo 1 µl de cada amostra para determinar o 

tamanho correto dos insertos. Para cada reação de amplificação da região 16S 

rRNA de microrganismos procariotas foram utilizados forward primers M13 (-40) 

e M13 reverse primer (KIT TOPO). As condições da reação foram as mesmas já 

descritas no item - Amplificação da região 16S rRNA pela reação em cadeia da 

polimerase. Os produtos da reação de PCR foram submetidos à corrida 
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eletroforética em gel de agarose a 1%, em tampão Tris Acetato EDTA (TAE, Tris 

acetato 40mM, pH 8,5; EDTA 2mM) e corados com brometo de etídio. Os 

fragmentos específicos foram visualizados e documentados sob luz ultravioleta. 

Após a amplificação do fragmento, os produtos das reações 16S rRNA foram 

purificados por meio do Microcon 100 (Amicon) e a seguir pelo QIAquick PCR 

purification kit (Qiagen). 

 

3.5.2.5 Sequenciamento 

Após a purificação dos produtos das reações 16S rRNA conforme o item 

3.5.9, foram realizadas reações utilizando o kit de sequenciamento ABI Prism 

(BigDye Terminator Cycle Sequencing kit with AmpliTaq DNA Polymerase FS; 

Perkin-Elmer).  Os primers que foram utilizados para o sequenciamento já foram 

descritos anteriormente no item - Amplificação da região 16S rRNA pela reação 

em cadeia da polimerase (PASTER et al., 2001). Foram utilizadas as bases 

fluorescentes (Big Dye) com 80 µM de primers e como DNA molde 1 µl do 

produto de PCR purificado em volume total de 20μl por reação. Os ciclos de 

sequenciamento foram realizados no seqüenciador ABI 9700 PCR (AME 

Bioscience o Ltd, Norway), com 25 ciclos de desnaturação a 96 C (10s) e 

anelamento e extensão a 60 oC (4 minutos). Os segmentos de DNA obtidos 

durante o processo de sequenciamento foram analisados com o auxílio do 

sequenciador ABI 377 DNA (DNASTAR Inc, Madison, EUA).  
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3.5.2.6  Análise dos dados dos 16S rRNAs seqüenciados

Cerca de 96 clones de cada amostra com o tamanho certo do inserto em 

12 amostras provenientes de 10 indivíduos com periodontite agressiva foram 

analisados. Uma seqüência de aproximadamente 500 pares de base foi obtida 

por clone para determinar e identificar a posição filogenética do microrganismo 

(PASTER et al., 2001). A seqüência de DNA obtida foi comparada com 

seqüências 16S rRNA em banco de genes (GenBank). Os dados foram inseridos 

em um software (TREECON, Microsoft Windows) e árvores filogenéticas 

(dendrograma) foram construídas segundo a metodologia preconizada por 

PASTER e DEWHIIRST (1988). As matrizes de similaridade foram corrigidas 

para a mudança de bases pelo método descrito por JUKES e CANTOR (1969). 

Matrizes de similaridade foram construídas a partir do alinhamento das 

seqüências e da posição filogenética. 

 

3.6 Análise Estatística 

3.6.1 Análise clínica 

A média das medidas clínicas de profundidade de sondagem e nível 

clínico de inserção, assim com a média da porcentagem de sítios apresentando 

placa visível, sangramento gengival, sangramento à sondagem e supuração 

foram computadas para cada indivíduo e, posteriormente, dentro de cada grupo. 

As diferenças dentro de cada grupo foram avaliadas utilizando o teste Mann–
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Whitney. A diferença na distribuição do genêro foi avaliada utilizando o teste 

Qui-quadrado. A significância estatística foi estabelecida em 5%. 

 

3.6.2 Análise microbiológica (Hibridação DNA-DNA) 

 Os dados microbiológicos foram expressos em nível médio de cada 

espécie (contagem) em cada sítio. Estes níveis foram computados por sítio, por 

indivíduo e depois dentro de cada grupo. Diferenças entre os grupos em relação 

aos níveis médios, proporções de microrganismos e média de freqüência de 

sítios colonizados em nível de contagem 6> 10  células bacterianas foram 

avaliadas por meio do teste de covariância GLM ajustado para a idade. 

  Diferenças existentes entre as diferentes categorias de bolsas dentro do 

mesmo indivíduo foram avaliadas por meio do teste Friedman. Os dados de 

profundidade de sondagem e os dados microbiológicos foram submetidos à 

correlação de Pearson. 

  A significância estatística foi estabelecida em 5%. Todas as análises 

foram realizadas utilizando ajustes para comparações múltiplas, como proposto 

por SOCRANSKY et al. (1991).  Foi aplicada a fórmula       0,05 = 1 – (1-k)38, 

onde k é o valor equivalente ao p<0,05 quando ajustado para a comparação de 

38 bactérias. Desta forma, as diferenças detectadas no presente estudo foram 

consideradas significativas quando p<0,002.  
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4 RESULTADOS 

4.1 Resultados clínicos 

Neste estudo foram analisados pacientes com periodontite agressiva (PA) 

e indivíduos com periodontal normal (S). A Tabela 3 apresenta os dados 

epidemiológicos e os valores médios dos parâmetros clínicos dos indivíduos nos 

dois grupos experimentais. Os grupos foram homogêneos em relação à 

distribuição do gênero (teste Qui-quadrado, p>0,05). O grupo S apresentou 

média de idade significativamente superior comparado ao grupo PA. Foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos para as variáveis clínicas 

de média de profundindade de sondagem e nível clínico de inserção e para o 

percentual de sítios com sangramento gengival, sangramento à sondagem e 

supuração. O grupo PA apresentou maiores médias para estes parâmetros 

cínicos comparado com o grupo S. O percentual de placa visível foi semelhante 

ente os dois grupos estudados. 

Uma descrição mais detalhada dos parâmetros clínicos dos 

indivíduos portadores de doença periodontal agressiva está apresentada na 

Tabela 4. Foram avaliados clinicamente 1937 (6 sítios para cada elemento 

dental; ver item 3.2.-Avaliação Clínica). De acordo com a Profundidade à 

Sondagem, os sítios foram categorizados em sítios rasos (PS < 3mm), sítios 

intermediários (PS 4-6mm) e sítios profundos (PS > 7mm). Em relação ao Nível 

Clínico de Inserção, este parâmetro foi categorizado em perdas leves (NCI < 

3mm), perdas moderadas (NCI 4-6mm) e perdas avançadas (NCI > 7mm). Nota-

se que apenas 40,7% dos sítios examinados nos indivíduos do grupo PA 
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apresentavam bolsas rasas e 40,0% perda de inserção leve. Os demais sítios 

estavam distribuídos entre bolsas intermediárias e profundas (39,5% e 19,8%, 

respectivamente) e perdas de inserção clínica moderadas e avançadas (39,5% e 

20,5%, respectivamente). 

 

 

Tabela 3. Média (±DP) dos parâmetros demográficos e clínicos para os 
indivíduos periodontalmente saudáveis e portadores de doença 
periodontal agressiva. 

 

               Saúde Periodontal Doença Periodontal   
             Variáveis  N=30 Agressiva 

 
N=12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Idade * 41,10+8,5 

30-46 
26,00+3,0  

20-29 

Gênero (F/M) 20/10 9/3 

Profundidade de sondagem * 2,16+0,2  4,72+0,75

Nível clínico de inserção * 2,20+0,2  4,65+1,14

% sítios   
    Índice de placa visível 43,74+17,8 53,30+14,8

  Indice gengival *  6,52+5,5  14,20+11,0
   Sangramento à sondagem * 27,73+20,5 69,90+16,2 

  Supuração * 0,0 4,21+3,19 

* Teste U Mann-Whitney; *p<0,05 
M=masculino; F=feminino 
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Tabela 4. Freqüências médias de sítios de acordo com diferentes categorias de 

Profundidade à Sondagem e Nível Clínico de Inserção no grupo 

Periodontite Agressiva (PA). 

 
 Doença Periodontal  

                 Variáveis Agressiva 
n=12  

Número de sítios examinados 1.937 
 % sítios (n) com  

 
   Profundidade de sondagem (PS)  
     PS <

 

 

 

 

 
 
4.2 Análise microbiológica 
 
4.2.1 Hibridação DNA-DNA 
 

Médias de contagem (x106 células), da proporção de sondas de DNA e do 

percentual de sítios com contagens iguais ou superiores a 106 células 

bacterianas/amostra 

As médias de contagem (x106 células), da proporção de sondas de DNA e 

o porcentual de sítios colonizados pelas espécies ao nível > 106 células frente às 

38 espécies bacterianas analisadas em amostras de biofilme subgengival de 30 

indivíduos periodontalmente saudáveis e 12 indivíduos com periodontite 

 3 mm 40,7 % (788) 

     PS = 4-6mm 39,5% (765) 

     PS > 7mm 19,8% (384) 

  Nível Clínico de Inserção (NCI)  
     NCI < 3 mm 40,0% (783) 

     NCI = 4-6mm 39,5 % (765) 

     NCI > 7mm 20,5 % (389) 
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agressiva estão apresentados na Figura 1. As espécies foram agrupadas de 

acordo com os complexos microbianos descritos por SOCRANSKY et al. (1998). 

 Os níveis de contagem de 19 espécies foram significativamente diferentes 

entre os grupos PA e S após o ajuste para comparações multiplas 

(SOCRANSKY et al. 1991) e para a idade. Destas, Veillonella parvula, A. 

actinomycetemcomitans, Capnocytophaga ochracea, C. rectus, Campylobacter 

showae, Eubacterium nodatum, Fusobacterium nucleatum ssp. nucleatum, 

Fusobacterium nucleatum ssp. polymorphum, Fusobacterium nucleatum ssp. 

vincentii, Fusobacterium periodonticum, Peptostreptococcus micros, P. 

intermedia, Prevotella nigrescens, T. forsythia, P. gingivalis, Treponema 

denticola, Prevotella melaninogenica e Selenomnas noxia foram detectados em 

níveis superiores no grupo PA, enquanto Actinomyces naeslundii  1 foi detectado 

em níveis superiores no grupo S (p<0,001). Considerando as proporções destas 

espécies, Actinomyces gerencserieae, Actinomyces israelli, A. naeslundi 1, 

Streptococcus sanguinis e C. ochracea apresentaram proporções 

significativamente superiores nas amostras dos indivíduos com saúde 

periodontal (p<0,001). Já as espécies A. actinomycetemcomitans, C. rectus, E. 

nodatum, P. nigrescens, T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola foram 

encontradas em proporções significativamente superiores no grupo PA. O 

porcentual de sítios colonizados com níveis > 106 foi significamente superior no 

grupo PA para 14 espécies bacterianas. As principais diferenças foram 

observadas nas espécies dos complexos laranja e vermelho. Vale destacar que  



6Figura 1. Perfil microbiano das médias de contagem (x10  células), da proporção das sondas de DNA e do 
percentual de sítios colonizados das 38 espécies bacterianas presentes nas amostras de biofilme 
subgengival de 30 indivíduos periodontalmente saudáveis e 12 indivíduos com periodontite agressiva 
generalizada. Análise de covariância ajustada para idade: * p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001. Os resultados 
foram ajustados para comparações múltiplas segundo SOCRANSKY et al. (1991).  



A. actinomycetemcomitans foi detectado em  contagens, proporções  e  

percentual de  sítios  colonizados superiores no grupo PA quando comparado ao 

grupo de indivíduos com saúde periodontal. 

 

Proporções dos complexos microbianos 

As proporções dos complexos microbianos estão apresentadas na Figura 

2. A área do gráfico foi ajustada para refletir a diferença da contagem total de 

bactérias nas amostras de biofilme subgengival entre os grupos. As espécies 

bacterianas identificadas por meio de sondas de DNA foram agrupadas de 

acordo com os complexos microbianos descritos por SOCRANSKY et al. (1998). 

As proporções das espécies pertencentes a cada complexo foram somadas e a 

proporção total de cada complexo foi determinada. A contagem total das 38 

espécies bacterianas subgengivais foi de 21,7 x 106 para o grupo PA e 2,4 x 106 

para o grupo S, sendo que estes resultados foram significativamente diferentes 

entre os grupos (p<0,01). Os complexos vermelho (32,3%) e laranja (31,1%) 

apresentaram proporções superiores no grupo PA (p<0,01%) em comparação 

aos indivíduos periodontalmente saudáveis (4,3% e 23,3%, respectivamente). O 

grupo PA apresentou uma média de proporção significativamente inferior de 

Actinomyces sp. (5,2%) em comparação ao grupo S (32,9%). Somando-se os 

complexos que abrigam a maioria dos patógenos (vermelho e laranja) e aqueles 

que abrigam as espécies compatíveis com o hospedeiro (amarelo, roxo, verde e 

azul), houve uma grande divergência entre os grupos. Nos indivíduos com 

periodontite agressiva os patógenos somaram 63,4% e os benéficos 29,7% da 



microbiota avaliada; enquanto que nos indivíduos com saúde periodontal essas 

proporções foram de 27,6% e  63,3%, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Média da contagem total (x 106) e média das proporções dos complexos 
microbianos descritos por SOCRANKY et al. (1998), presentes nas 
amostras de placa subgengival dos indivíduos nos grupos PA e S. O grupo 
azul é constituído por 3 espécies de Actinomyces. A área dos gráficos foi 
ajustada para refletir a diferença da contagem total de bactérias entre os 
dois grupos experimentais. Análise de covariância ajustada para idade 
(*p<0,01). 
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Sítios categorizados de acordo com a profundidade de sondagem 

Com a finalidade de fazer uma avaliação mais detalhada do perfil 

microbiológico dos diferentes grupos experimentais, os sítios dos grupos PA 

foram subdivididos em 3 categorias de profundidade de sondagem: rasas (< 

3mm), intermediárias (4-6 mm) e profundas (> 7mm). 

A análise estatística foi repetida, ou seja, os dados foram computados 

para cada indivíduo e, posteriomente, subdivididos em cada categoria de bolsa. 

Como os indivíduos pertencentes ao grupo S possuem apenas sítios rasos, os 

resultados foram repetidos em todas as categorias de profundidade de 

sondagem a fim de tornar possível a comparação entre os dois grupos.  

A Figura 3 apresenta a média de proporção das sondas de DNA nas 

amostras de biofilme subgengival de 30 indivíduos periodontalmente saudáveis 

e 12 indivíduos com periodontite agressiva, nas diferentes categorias de 

profundidade de sondagem. P. gingivalis, T. forsythia e P. intermedia foram 

encontrados em proporções elevadas em todas as categorias de profundidade 

de sondagem do grupo PA, enquanto A. naeslundii 1 foi encontrado em 

proporções superiores nos indivíduos periodontalmente saudáveis. Outras 

diferenças significantes foram observadas no grupo PA, incluindo altas 

proporções de V. parvula e F. nucleatum ssp. polymorphum em sítios rasos; A. 

actinomycetemcomitans, E. nodatum, F.nucleatum ssp. polymorphum e T. 

denticola em sítios profundos.  



Figura 3. Perfil microbiano das médias da proporção das sondas de DNA das 38 espécies bacterianas presentes 
nas amostras de biofilme subgengival de 30 indivíduos periodontalmente saudáveis (sítios com 
profundiade de sondagem PS 

 

< 3mm) e 12 indivíduos com periodontite agressiva generalizada (sítios 
separados por categoria de profundidade de sondagem – PS, sendo rasos: <3mm, intermediários: 4-
6mm e profundos: >7mm. Análise de covariância ajustada para idade: * p<0,05; e *** p<0,001. Os 
resultados foram ajustados para comparações múltiplas segundo SOCRANSKY et al. (1991). 



4.2.2 Correlações clínicas e microbiológicas 

A dispersão da proporção de A. actinomycetemcomitans presente nos 

diferentes sítios analisados nos indivíduos periodontalmente saudáveis e com 

doença periodontal agressiva e a correlação de Pearson entre a proporção de A. 

actinomycetemcomitans e a profundidade de sondagem está apresentada na 

Figura 4A e 4B. A. actinomycetemcomitans foi detectado em baixas proporções 

nos sítios dos indivíduos periodontalmente saudáveis. Em 85,1% dos sítios esta 

espécie não foi detectada, e naqueles positivos, a maior proporção foi de 0,41% 

(Figura 4A). 

Entre 108 sítios dos indivíduos com doença periodontal agressiva, 22,2% 

não apresentavam A. actinomycetemcomitans, sendo que a proporção de 

A.actinomycetemcomitans variou entre 0,01% nos seus níveis mais baixos e 

2,6% em seus níveis mais elevados (Figura 4A). Foi observada ausência de 

correlação (Pearson) entre a proporção de A.actinomycetemcomitans nos sítios 

dos indivíduos portadores de doença periodontal agressiva e a profundidade de 

sondagem (r=0,301; p=0,092; Figura 4B).  

Nota-se na Figura 4B que mesmo em bolsas profundas, a proporção de 

A. actinomycetemcomitans na grande maioria dos sítios analisados não 

ultrapassou 0,5% da microbiota analisada. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

r=0,296; p=0,096 

 

A. actinomycetemcomitans 

% sondas de DNA 
Saúde Periodontal 
 
Doença Periodontal agressiva 

Figura 4A e 4B. Gráfico de dispersão da proporção  de  A. actinomycetemcomitans distribuídos nos diferentes sítios 
analisados nos indivíduos  periodontalmente  saudáveis  e  com  doença  periodontal  agressiva e a 
correlação de Pearson entre a proporção de A. actinomycetemcomitans nos indivíduos com doença 
periodontal agressiva e a profundidade de sondagem..................................................................................        
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A dispersão da proporção do complexo vermelho distribuído nos 

diferentes sítios analisados nos indivíduos com saúde periodontal e com doença 

periodontal agressiva e a correlação de Pearson entre a proporção deste 

complexo e a profundidade de sondagem estão apresentadas na Figura 5A e 

5B. As proporções das espécies pertencentes a este complexo, P.gingivalis, T. 

forsythia e T. denticola, em cada sítio foram somadas, depois entre cada 

indivíduo e posteriormente dentro de cada grupo. Foi observada correlação de 

Pearson significante entre a proporção das espécies do complexo vermelho 

somadas nos sítios dos indivíduos portadores de doença periodontal agressiva e 

a profundidade de sondagem (r=0,81; p=0,0012, Figura 5B). Nota-se que com o 

aumento da profundidade de sondagem ocorreram também um aumento na 

proporção deste complexo. 

Os valores médios das proporções e das contagens (x106 células) das 38 

espécies subgengivais avaliadas nos indivíduos portadores de periodontite 

agressiva em sítios rasos (PS< 3mm), intermediários (PS= 4-6mm) e profundos 

(PS> 7mm) estão apresentados na Figura 6. As proporções e os níveis de 

contagem das espécies pertencentes em cada sítio foram somadas, depois 

entre cada indivíduo e posteriormente dentro do grupo. Os níveis de contagem 

(x106) de 5 espécies foram estatisticamente diferentes entre as categorias de  

profundidade de sondagem. Além disso, a proporção média de 7 espécies foram 

significantemente diferentes entre as categorias de profundidade de sondagem.  



Figura 5A e 5B.  Gráfico de dispersão da proporção do complexo vermelho distribuído nos diferentes sítios analisados nos 
indivíduos com saúde periodontal e com doença periodontal agressiva e a correlação de Pearson entre  
a  proporção  deste  complexo  e  a  profundidade  de  sondagem  nos  indivíduos  com  doença 
periodontal  agressiva.  As  proporções  das  espécies  pertencentes  a este  complexo, P.gingivalis, T. 
forsythia e T. denticola,  em  cada  sítio foram somadas individualmente, depois entre cada indivíduo e 
posteriormente dentro de cada gupo..........................................................................................................                            
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As proporções dos 3 patógenos do complexo vermelho foram mais  

elevadas em bolsas profundas e intermediárias comparadas às bolsas rasas. As 

proporções médias de T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola foram de 

17,4+10,1, 23,3+11,2 e 4,9+2,7 respectivamente, na categoria de bolsas 

profundas; 15,5+9,7, 17,8+12,9 e 3,6+2,8 na categoria de bolsas intemediárias; 

e de 5,4+6,0,  6,0+5,2 e 1,9+1,9 na categoria de bolsas rasas. As proporções de 

3 espécies correlacionadas com saúde periodontal, uma do complexo roxo (V. 

parvula), uma do complexo amarelo (S. sanguinis) e uma do complexo verde (C. 

ochracea), foram maiores em amostras de bolsas rasas do que em amostras de 

bolsas intermediárias e profundas.   

Os microrganismos que se apresentaram em níveis de contagem mais 

elevados em bolsas profundas foram 2 espécies do complexo laranja (F. nuc. ss. 

polymorphum e P. nigrescens; 2,7x106 e 2,3x106 células, respectivamente) e 2 

espécies do complexo vermelho (T.forsythia e P.gingivalis, 5,0x106  e 5,3x106). 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Gráfico de área das médias das proporções e dos níveis de contagem das 38 espécies bacterianas 

avaliadas nas amostras de biofilme subgengival nos indivíduos portadores de periodontite agressiva 
em bolsas rasas (PS< 3mm), bolsas intermediárias (PS= 4-6mm) e bolsas profundas (PS> 7mm). 
Teste Friedman (*p<0,05). Os resultados foram ajustados para comparações múltiplas segundo 
SOCRANSKY et al. (1991). 



4.2.3 Análise da microbiota por sequenciamento do gene 16S rRNA  

 Com o objetivo de estudar a diversidade bacteriana presente nas 

amostras de biofilme subgengival dos indivíduos portadores de doença 

periodontal agressiva foi realizado o sequenciamento de amplicons 16S rRNA. 

Nesta fase foram selecionadas aleatoriamente 10 amostras de biofilme 

subgengival de sítios com profundidade de sondagem > 7mm de 10 indivíduos 

portadores de doença periodontal agressiva.  

 A Figura 7 apresenta os produtos da reação de amplificação da região do 

gene 16S rRNA com o tamanho aproximado de 1.500pb, que posteriormente 

foram clonados e seqüenciados. O total de 1.094 clones foi sequenciado, sendo 

que o número de clones 16S rRNA por amostra variou entre 71 e 96 clones, com 

uma média de 84 clones analisados por amostra e um desvio padrão de 7,9 

clones. Foram identificadas 156 diferentes espécies bacterianas. O Anexo 4 

apresenta a lista de freqüências e proporção de todas as espécies identificadas 

baseadas na sequência do gene 16S rRNA nas 12 amostras (13 reações, ver 

item 3.5.2.1  Seleção dos sítios testes) de biofilme subgengival de indivíduos 

portadores de doença periodontal agressiva estudadas 

Para identificação das espécies bacterianas foram seqüenciados os 

primeiros 500 pb do gene 16S rRNA (variação de 459 até 562pb). Estas 

seqüências foram comparadas com o banco de dados (BLAST, GenBank).Todos 

os clones obtidos apresentaram uma similaridade em torno de 99% com suas 

respectivas espécies, e então foram obtidas no banco de dados a sequência 



completa dos genes 16SrRNA (1.500pb) no banco de dados, e estas utilizadas 

para a construção das árvores filogenéticas (Figura 8 e 9).  

Com o objetivo de estudar a diversidade bacteriana existente no biofilme 

subgengival do grupo com doençca periodontal, 10 amostras foram 

selecionadas. Foram detectadas nestas amostras 120 espécies, 50 foram 

observadas apenas uma vez em um único indivíduo (120 – 50 = 70), e foram 

excluídas da construção da árvore filogenética. Assim sendo, a Figura 8 

apresenta a árvore filogenética construída com base na biblioteca gênomica das 

70 espécies mais prevalentes obtidas por meio da clonagem de 10 amostras de 

biofilme subgengival de 10 indivíduos portadores de doença periodontal 

agressiva. Na árvore filogenética (figura 8) estão apresentados 71 ramos, pois 

estão apresentados Dialister invisus e Dialister sp. BS095, embora estes sejam 

considerados a mesma espécie, por apresentarem homologia em 16SrRNA 

maior que 98,5%. Segundo análise do banco de dados, quarenta das 70 

espécies, ou seja 57%, ainda não foram cultivadas e foram designadas como 

“clones”. As espécies identificadas pertencem a 4 diferentes filos: Firmicutes 

(Streptococcus, Eubacterium, Peptostreptococcus, Selenomonas e gêneros 

correlacionados), Espiroquetas (Treponemas), Actinobacteria (Actinomyces e 

gêneros correlacionados) e Bacteroidetes (Porphyromonas e Capnocytophaga). 

Foram observadas diferenças no perfil bacteriano detectado em amostras 

de diferentes indivíduos, e estas estão apresentadas na Figura 8. Espécies de 

Selenomonas e Streptococcus foram encontradas em alta prevalência e 

proporção em todos os indivíduos. De uma maneira geral, 50% da biblioteca 
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genômica construída foi formada por estes dois gêneros. Selenomonas 

sputigena   foi a  espécie  mais  prevalente,  sendo  encontrada  em 9  entre  10 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde os produtos das 
reações de amplificação de diferentes amostras clínicas (canaletas de 1-12) 
utilizando os iniciadores relacionados no item 2.5.9 foram submetidos a 
eletroforese e apresentam tamanho aproximado de 1.500pb. Em (+) Controle 
positivo - E.coli ATCC 33270; (-) Controle negativo; 1kb plus: Peso Molecular 
1kb plus DNA ladder (Invitrogen).  

 

amostras, sendo que em 3 amostras (amostra 6, 7 e 8, Figura 8) esta espécie foi 

detectada um alta proporção variando de 19 a 30% da microbiota. Outras 

espécies de Selenomonas também estavam presentes em altos níveis, incluindo 

S. noxia, Selenomonas sp. EW084, Selenomonas sp. EW076, Selenomonas 

FT050, Selenomonas sp. P2PA_80 e Selenomonas sp. strain GAA14. Espécies 

do gênero Streptococcus como Streptococcus anginosus (50 clones, 57%), 

Streptococcus gordonii (18 clones, 21%), Streptococcus intermedius (17 clones, 

21%), Streptococcus sp. FX003 (9 clones, 11,1%) e Streptococcus cristatus (15 

clones, 20%) foram encontradas em níveis elevados em 5 diferentes amostras 

(amostra 1, 4, 7, 9 e 10, Figura 8). Outras espécies predominantes foram 

Dialister invisus,  Anaeroglobus  geminatus   Veillonella sp. AA050, Gemella 

morbillorum, Gemella sp. strain 933-88 e Capnocytophaga granulose (Figura 8).  
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Não detectado <10% >10% 

 
Figura 8. Árvore filogenética construída a partir da sequência de 1.500 pb do gene 16S 

rRNA das espécies mais prevalentes observadas na biblioteca genômica obtida 
por meio da clonagem de 10 amostras de biofilme subgengival de 10 indivíduos 
portadores de doença periodontal agressiva. Foram detectadas 70 diferentes 
espécies de bactérias. A barra superior representa a diferença de 5% na 
seqüência genômica entre as espécies.  
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 Com o objetivo de analisar a diversidade entre sítios dentro do mesmo 

indivíduo, os clones 16S rRNA oriundos de amostras subgengivais de dois sítios 

com PS>7mm e de um sítio com PS<3mm que não apresentava sangramento à 

sondagem foram seqüenciados.  

 A Figura 9 apresenta a árvore filogenética construída a partir dos dados 

de 16SrRNA obtidos de amostras de dois sítios profundos e de um sítio raso 

com características clínicas saudáveis do mesmo indivíduo. Vinte e uma 

espécies diferentes foram encontradas no sítio raso e 43 espécies foram 

encontradas nos sítios profundos. A espécie V. parvula foi encontrada em maior 

proporção no sítio raso e Selenomonas sp. EW076, Selenomonas sp. GAA14 e 

Eubacterium saphenum foram encontradas em níveis elevados nos sítios 

profundos. Apenas as espécies Selenomonas sp. P2PA_80 e Streptococcus 

mitis foram encontradas nas 3 amostras do mesmo indivíduo.   

 Aleatoriamente a amostra 4 (Figura 8) foi selecionada para que a 

metodologia fosse realizada em duplicata, a fim de se observar a 

reprodutibilidade do método de amplificação e clonagem.  A Tabela 5 apresenta 

a freqüência e a proporção das espécies detectadas pela clonagem e 

sequenciamento da amostra em duplicata. Noventa e um clones foram 

seqüenciados com sucesso na primeira reação e 87 clones na segunda reação. 

Foram detectadas 35 espécies diferentes para ambas reações. Algumas 

diferenças foram observadas, incluindo 11 espécies que foram encontradas 

somente na reação 01 e outras 10 espécies que foram encontradas apenas na 

reação 02.  Quatorze espécies foram detectadas em ambas as reações e muitas  
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Figura 9. Árvore filogenética construída a partir da sequência de 1.500 pb do gene 16S rRNA 
das espécies observadas na biblioteca genômica obtida por meio da clonagem de 
2 amostras de biofilme subgengival de sítios profundos (PS>7mm; P-1 e P-2) e de 
uma amostra de sítio raso (PS<3mm; S) de um mesmo indivíduo. A barra superior 
representa a diferença de 5% na seqüência genômica entre as espécies. 
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delas apresentaram níveis semelhantes de prevalência, tais como: Gemella 

morbilorum, A. geminatus, S. noxia, Selenomonas sp. GA014, Selenomonas 

sputigena, Streptococcus anginosus, Streptococcus constellatus, Veillonela 

parvula/dispar.  

A principal diferença observada entre as duas reações realizadas com o mesmo 

molde de DNA (amostra 4, Figura 08) foi observada em relação à prevalência da 

espécie Selenomonas genomosp. C2, encontrada somente na reação 02 em 

uma alta prevalência (14,9%).  
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Tabela 5. Freqüência e proporção das espéceis encontradas pela clonagem e 
sequenciamento de uma amostra individual realizada em duplicata. 

 
Amostra 4 (reação 01) n % Amostra 4 (reação 02) n % 

Dialister invisus 2 2,2 Dialister invisus 5 5,7 
Dialister sp. 55A-29 2 2,2    
Dialister sp. BS095 2 2,2 Dialister BS095 1 1,1 
   Dialister GB027 2 2,2 
Eubacterium infirmum 1 1,1    
   Eubacterium saburreum 2 2,2 
Eubacterium sp. DO016 1 1,1 Eubacterium sp. DO016 1 1,1 
Eubacterium sp. IR009 1 1,1 Eubacterium sp. IR009 1 1,1 
Eubacterium sp. JN088 3 3,3    
   Eubacterium sp. BP2-88 2 2,2 
Filifactor alocis 1 1,1    
Firmicutes sp. FO58 1 1,1 Firmicutes sp. FO58 1 1,1 
   Fusubacterium nucleatum 1 1,1 
Gemella morbilorum 8 8,8 Gemella morbilorum 5 5,7 
Anaeroglobus geminatus 30 33,0 Anaeroglobus geminatus 14 16,1 
   Peptostreptococcus sp. FL008  1 1,1 
   Peptostreptococcus sp. HE064 1 1,1 
Peptostreptococcus sp. BS044 1 1,1    
   Selenomonas genomosp. C2 13 14,9 
Selenomonas noxia 4 4,4 Selenomonas noxia 6 6,9 
   Selenomonas sp. AA024 1 1,1 
   Selenomonas EW076 2 2,2 
Selenomonas sp. CS015 2 2,2    
Selenomonas sp. DS051 3 3,3    
Selenomonas sp. GA014 3 3,3 Selenomonas sp. GA014 4 4,6 
Selenomonas sputigena 6 6,6 Selenomonas sputigena 8 9,2 
Shuttleworthia satelles 1 1,1    
Streptococcus anginosus 3 3,3 Streptococcus anginosus 5 5,7 
Streptococcus constellatus 3 3,3 Streptococcus constellatus 5 5,7 
Streptococcus cristatus 2 2,2    
Streptococcus mitis bv2 1 1,1    
Streptococcus mitis 2 2,2 Streptococcus mitis 2 2,2 
   Streptococcus oralis 1 1,1 
Veillonela parvula/dispar 4 4,4 Veillonela parvula/dispar 3 3,3 
Veillonella sp. BU083 4 4,4    
Total 91 100  87 100 
 



5 DISCUSSÃO  

O Encontro Internacional para classificação das doenças periodontais 

ocorrido em 1999 (ARMITAGE, 1999; LANG et al., 1999; ARMITAGE 2004) 

substituiu os termos periodontite juvenil localizada (PJL), doença periodontal de 

acometimento precoce e doença periodontal de rápida progressão por um único 

termo denominado doença periodontal agressiva. Esta ainda pode ser classificada 

de acordo com a extensão da doença em localizada ou generalizada (ARMITAGE 

1999; LANG et al., 1999). Esta infecção periodontal é vista como uma entidade 

clínica específica, com sinais clínicos distintos, que a diferem da periodontite 

crônica. Existe um forte consenso na literatura quanto ao envolvimento da espécie 

bacteriana A. actinomycetemcomitans na etiopatogenia da doença periodontal 

agressiva (SLOTS et al., 1980; ZAMBON et al., 1985; SCHENKEIN et al., 1993; 

TINOCO et al., 1997, CORTELLI et al., 2005). Porém, poucos estudos avaliaram 

de forma mais complexa a composição da microbiota subgengival de indivíduos 

com periodontite agressiva (ALBANDAR et al., 1997; CHRISTERSSON et al., 

1985; CORTELLI et al, 2005). De modo geral, os estudos utilizaram a cultura 

microbiana  ou PCR para determinação da microbiota associada à periodontite 

agressiva (ALBANDAR et al. 1997; TINOCO et al, 1997; GAJARDO et al, 2005; 

KAMMA et al., 1999, 2001, 2004, GAJARDO et al., 2005). O advento de novas 

técnicas microbiológicas e o avanço na identificação de novas espécies de 

microrganismos vem demonstrando que alguns indivíduos portadores de doença 

periodontal agressiva não apresentam ou apresentam baixas proporções de A. 

actinomycetemcomitans (HAN et al., 1991; KAMMA et al. 2001; MULLALLY et al., 

 61



2000; LOPEZ et al., 1996; TREVILATTO et al., 2002; KAMMA et al., 2004). Esses 

dados sugerem que outras espécies bacterianas poderiam estar relacionadas ao 

início e progressão desta doença.  

Sendo assim, o principal objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil 

microbiano subgengival por meio da técnica da Hibridação DNA-DNA e a 

diversidade bacteriana por análise clonal do gene 16S rRNA em amostras de 

biofilme subgengival em uma população brasileira portadora de doença 

periodontal agressiva.  

Primeiramente, é relevante a discussão do perfil clínico dos indivíduos 

selecionados. O grupo Saudável apresentou todos os parâmetros clínicos 

compatíveis com saúde periodontal, como valores significativamente inferiores dos 

parâmetros de profundidade de sondagem, nível clínico de inserção, sangramento 

à sondagem, sangramento gengival e supuração em relação ao grupo de 

indivíduos portadores de periodontite agressiva. O único parâmetro clínico que 

não diferiu significativamente entre os grupos foi o índice de placa visível. Embora 

uma das características da doença periodontal agressiva seja a baixa quantidade 

de biofilme supragengival, os indivíduos selecionados para este estudo 

apresentavam um índice de placa relativamente alto, em torno de 53,30+14,8, 

enquanto o grupo Saudável apresentou média de 43,7+17,8 para este parâmetro. 

Valores semelhantes de índice de placa visível foram relatados na literatura entre 

indivíduos saudáveis (XIMENEZ-FLYVIE et al., 2000) e indivíduos portadores de 

doença periodontal agressiva (GAJARDO et al., 2005). 
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Em relação à extensão da doença, de acordo com as características 

clínicas observadas, pode-se sugerir que o grupo PA é formado por indivíduos que 

apresentam doença periodontal agressiva generalizada. Além de ter sido 

observada uma média elevada de profundidade de sondagem e nível clínico de 

inserção (4,72 +0,75 e 4,65+1,14, respectivamente), 59,3% dos sítios analisados 

apresentavam PS>4mm, e 60% apresentavam NCI>4 mm. Perfis clínicos 

semelhantes de indivíduos com doença periodontal agressiva generalizada  foram 

relatados por outros autores (DARBY et al., 2000; KURU et al., 1999; MULLALLY 

et al., 2000; KAMMA et al., 2004; XIMENEZ-FYVIE et al., 2006).  

Muitos estudos microbiológicos envolvendo indivíduos com doença 

periodontal agressiva têm avaliado poucas espécies bacterianas (SLOTS et al., 

1980; ZAMBON et al., 1985; SCHENKEIN et al., 1993; TINOCO et al., 1997; 

CORTELLI et al., 2005). No entando, o biofilme subgengival é composto por 

diversas espécies de microrganismos altamente relacionadas entre si. As 

associações entre determinadas espécies, como a co-agregação, mediada por 

diferentes adesinas presentes nas superfícies celulares, e as relações de 

cooperação e antagonismo, e as diferentes fontes de nutrição irão caracterizar as 

propriedades do biofilme que será formado (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005; 

KOLEMBRANDER et al., 2006). Assim sendo, é de suma importância que o 

biofilme subgengival dos indivíduos com doença periodontal agressiva seja 

estudado de uma maneira mais complexa do que a análise de poucas espécies 

bacterianas, que representariamuma pequena porcentagem do total de células 

microbianas na amostra.  
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Os resultados obtidos neste estudo com a técnica de Hibridação DNA-DNA 

indicam que há diferenças quantitativas e qualitativas nos padrões de colonização 

das 38 espécies avaliadas entre os dois grupos clínicos estudados (Figuras 1 e 2). 

Foram observadas proporções médias significativamente mais altas de A. 

gerencseriae, A. israelii, A. naeslundii1, S. sanguinis e C. ochraceae em amostras 

de indivíduos saudáveis (S) comparadas às do grupo PA (Figura 1). Esses 

achados corroboram estudos anteriores que indicam que essas espécies estão 

associadas à saúde periodontal (COLOMBO et al., 2002; LOPEZ et al., 2004; 

SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005; HAFFAJEE et al., 2006; XIMENEZ-FYVIE et 

al., 2006). 

Todas as espécies analisadas pelo método da Hibridação DNA-DNA foram 

detectadas em amostras de indivíduos saudáveis e de indivíduos portadores de 

doença periodontal agressiva. Entretanto, vários microrganismos periodontais 

foram encontrados em prevalências, níveis e proporções mais elevados nos 

indivíduos com doença periodontal agressiva do que nos saudáveis. Entre essas 

espécies, podem-se destacar algumas espécies do complexo laranja; F. 

nucleatum ssp. polymorphum, P. intermedia, F. nucleatum ssp. nucleatum, P. 

nigrescens, F. nucleatum ss. vincentii, E. nodatum, P. micros, C. rectus; espécies 

do complexo vermelho, P.gingivalis, T.forsythia e T. denticola e outros 

microrganismos que não se agrupam em nenhum complexo, tais como, S.noxia e 

P. melaninogenica. Algumas destas espécies são consideradas patógenos 

periodontais verdadeiros ou possíveis patógenos (SLOTS et al., 1980; HOLT et 

al., 1991; SOCRANSKY et al., 1998; HAFFAJEE et al., 2006) e têm sido 
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relacionadas a diferentes formas de doenças periodontais (DZINK et al., 1988; 

HAFFAJEE et al., 1988; HAFFAJEE et al., 1997a; SOCRANSKY e HAFFAJEE, 

2005; XIMENEZ-FYVIE et al., 2006). Os achados do presente estudo estão de 

acordo com estudos microbiológicos anteriores que identificaram um grande 

número de patógenos periodontais em indivíduos com doença periodontal 

agressiva, dentre eles, espécies do complexo vermelho e laranja (LOESCHE et al. 

1972; MOORE et al. 1982; KAMMA et al., 1995; KAMMA et al. 1999; MOORE et 

al., 2000; MULLALLY et al., 2000; MOMBELLI et al., 2002; KAMMA et al., 2004, 

XIMENEZ-FLYVIE et al., 2006).  

As espécies bacterianas relacionadas com doença periodontal detectadas 

em maior freqüência, proporção e nível no grupo com peridontite agressiva foram 

as espécies T. forsythia e P. gingivalis que pertencem ao complexo vermelho. 

Estes achados corroboram com outros estudos que encontraram uma alta 

prevalência destes patógenos em indivíduos com doença periodontal agressiva 

(DARBY et al., 2000; MULLALLY et al., 2000; KAMMA et al., 2004; XIMENEZ-

FLYVIE et al., 2006). KAMMA et al. (2004) analisaram 66 indivíduos com doença 

periodontal agressiva por meio de cultura e observaram que a proporção de T. 

forsythia e de P. gingivalis na microbiota viável foi de 17,3% e 23,8%, 

respectivamente.  As proporções encontradas no presente estudo para estes 

patógenos foram ligeiramente inferiores às relatadas por estes autores, sendo que 

a T. forsythia representava 14,1% da microbiota subgengival e P. gingivalis 17,4%. 

Sabe-se que os resultados de cultura referem-se ao total da microbiota viável e os 

resultados da Hibridação DNA-DNA refere-se apenas a proporção das 38 sondas 
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utilizadas. Além das diferenças entre metodologia entre os dois estudos (cultura, 

KAMMA et al., 2004 e Hibridação DNA-DNA, presente estudo), o fato de os 

indivíduos analisados no estudo de KAMMA et al. (2004) terem apresentado uma 

média de profundidade de sondagem superior a dos pacientes analisados em 

nosso estudo, poderia também explicar tais diferenças.  

No presente estudo, outras espécies encontradas em prevalências e 

proporções mais elevadas nos indivíduos com doença periodontal agressiva do 

que nos indivíduos saudáveis foram P. intermedia e P. nigrescens. Esses 

microrganismos representavam 5,3% e 6,4% das espécies avaliadas e estavam 

presentes, respectivamente, em 38,9% e 37,3% dos sítios avaliados em nível de 

contagem ≥106 células nos indivíduos com periodontite agressiva. Estes 

resultados estão de acordo com o estudo de ALBANDAR et al. (1997) que 

analisaram indivíduos com doença periodontal agressiva com idade variando entre 

19 e 25 anos, por meio de sondas de DNA, e encontraram uma alta prevalência 

para estas espécies de Prevotella. KURU et al. (1999), MULLALLY et al. (2000) e 

KAMMA et al. (2004) também obtiveram resultados semelhantes aos obtidos no 

presente estudo, demonstrando altas prevalências e proporções destes patógenos 

no biofilme subgengival de indivíduos portadores de doença periodontal agressiva. 

Complementando, espécies de Fusubacterium também foram encontradas em 

prevalência e níveis de contagem elevados nas amostras subgengivais de 

indivíduos com doença periodontal agressiva em comparação aos indivíduos com 

saúde periodontal. Assim, esses resultados corroboram com estudos já realizados 

que detectaram uma alta prevalência de F. nucleatum em indivíduos com doença 
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periodontal agressiva (KURU et al., 1999; ALBANDAR et al., 1997; KAMMA et al., 

2004; XIMENEZ-FYVIE et al., 2006). 

No presente estudo, A. actinomycetemcomitans foi detectado em apenas 

9% dos sítios em nível de contagem superior ou igual a 106 células/amostra nos 

indivíduos com doença periodontal agressiva. Por outro lado, utilizando como 

ponto de corte o nível de sensibilidade do Checkerboard DNA-DNA Hybridization 

(104 células)  foi possível notar que o porcentual de sítios colonizados por A. 

actinomycetemcomitans foi de 70,3% para os indivíduos com periodontite 

agressiva (Anexo 5). Esse resultado está de acordo com outros estudos que 

observaram uma alta prevalência deste patógeno em indivíduos portadores de 

doença periodontal agressiva (ZAMBON 1985; SCHENKEIN et al., 1993; TINOCO 

et al., 1997; CORTELLI et al., 2005).  Entretanto, apesar desta alta prevalência ao 

nível de 104 células, este periodontopatógeno foi detectado em baixas proporções 

e contagens nas amostras destes indivíduos. A proporção de A. 

actinomycetemcomitans detectada no presente estudo está de acordo com outros 

estudos (KAMMA et al., 2004; HAN et al., 1991; VAN DER VELDEN et al., 1989). 

KAMMA et al. (2004) detectaram 34 espécies bacterianas em amostras de 

biofilme subgengival de indivíduos com doença periodontal agressiva por meio de 

cultura microbiana e observaram que A. actinomycetemcomitans correspondia a 

cerca de 5,9% da microbiota viável. Estudos de cultura mostram que A. 

actinomycetemcomitans está presente em uma proporção em torno de 4-5% do 

total de espécies viáveis (RAMS et al., 1997; KAMMA et al., 2004). Os dados aqui 

apresentados revelaram uma proporção média de A. actinomycetemcomitans de 
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4,7% nas amostras de periodontite agressiva, em relação ao total de organismos 

analisados por sonda de DNA. As baixas proporções de A. 

actinomycetemcomitans levaram BRAGD et al. (1987) e RAMS et al. (1997) a 

sugerir que este microrganismo apresenta uma alta patogenicidade mesmo em 

baixas proporções no ambiente subgengival. Complementando, HAMLET et al. 

(2001) sugeriram que provavelmente A. actinomycetemcomitans seria um dos 

principais responsáveis pelo início da doença periodontal agressiva e 

posteriormente o aumento da profundidade de sondagem e a diminuição da taxa 

de oxigênio no ambiente subgengival permitiriam que espécies anaeróbias 

estritas, tais como P. gingivalis, se desenvolvessem. Pode-se observar por nossos 

resultados que P. gingivalis foi detectado em níveis, proporção e prevalência 

elevados nos sítios intermediários e profundos dos indivíduos com doença 

periodontal agressiva, maiores do que nas amostras de indivíduos com saúde 

periodontal (Figura 3). Estes resultados estão de acordo com estudos que 

associaram a presença do P. gingivalis à doença periodontal agressiva 

generalizada (TAKEUCHI et al., 2003; HAMLET et al., 2001; KAMMA et al., 2004; 

XIMENEZ-FYVIE et al., 2006). 

Apenas recentemente, a técnica da Hibridação DNA-DNA foi usada para 

analisar o perfil microbiológico de 19 indivíduos mexicanos com doença 

periodontal agressiva generalizada (XIMENEZ-FYVIE et al., 2006). Os resultados 

obtidos por estes autores foram semelhantes aos resultados do presente estudo, 

onde foram observados níveis, proporções e prevalência elevadas de espécies do 
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complexo laranja e do complexo vermelho no biofilme subgengival do grupo com 

doença periodontal agressiva quando comparados a indivíduos saudáveis.  

Em relação às limitações deste estudo pode-se citar o número de 

indivíduos avaliados no grupo com doença periodontal agressiva. Apesar de 

vários estudos usarem um número pequeno de indivíduos com doença periodontal 

agressiva (ZAMBOM et al., 1983; LEE et al., 2003; XIMENEZ-FLYVIE et al., 

2006), devido a especificidade da doença, o aumento deste número poderia 

aumentar a potência do estudo, realçar as diferenças já apontadas e, 

eventualmente, identificar outras diferenças importantes que não foram notadas. 

Outro ponto que deve ser considerado é que as sondas de DNA aqui empregadas 

não diferenciam clones virulentos de não-virulentos. Talvez o mais importante 

exemplo desta limitação seja o caso de A. actinomycetemcomitans. Embora A. 

actinomycetemcomitans seja considerado um patógeno na doença periodontal 

agressiva, sabe-se que clones altamente leucotóxicos estão associados com as 

formas mais agressivas da doença (HAUBEK et al., 2001). Desta maneira, apesar 

deste patógeno ter sido encontrado nos indivíduos com doença periodontal 

agressiva numa prevalência elevada, uma sonda que diferenciasse clones 

virulentos de clones não-virulentos seria útil em estudos futuros.  

Considerando que a Hibridação DNA–DNA têm a capacidade de analisar 

somente os organismos homólogos às sondas empregadas, o presente estudo 

também analisou a diversidade bacteriana empregando a análise clonal por 16S 

rRNA. Esta última tem demonstrado, nos últimos anos, a grande diversidade de 

microrganismos presentes no ambiente subgengival e em outros nichos da 
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cavidade bucal (SAKAMOTO et al., 2000; PASTER et al., 2001; KAZOR et al., 

2003; KUMAR et al., 2003; KUMAR et al., 2005).  

No presente estudo foram analisadas amostras de 10 indivíduos com 

doença periodontal agressiva, sendo que as reações de amplificação do gene 16S 

rRNA, clonagem em E. coli e posterior sequenciamento foram realizados em 12 

amostras previamente selecionadas (ver item 3.5.2.1- Seleção dos sítios testes). 

Um mil e noventa e quatro clones foram analisados nos quais foram encontradas 

156 espécies diferentes de bactérias (Anexo 4). A Figura 8 apresenta as 70 

espécies mais prevalentes. A análise da literatura revelou que 40 destas 70 

espécies (57%) ainda não foram cultivadas (Figura 8). Este resultado representa 

uma alta proporção de espécies ainda não cultivadas em comparação à média de 

40% de espécies ainda não cultivadas encontrada em estudos de doença 

periodontal crônica (PASTER et al., 2001; PASTER et al., 2002; KUMMAR et al., 

2005; AAS et al., 2005) ou de outras infecções orais (KAZOR et al., 2003; 

SAKAMOTO et al., 2006).  

Foi possível observar que o gênero Selenomonas, seguido por espécies de 

Streptococcus, foram as espécies predominantes nos sítios com PS>7mm. De um 

modo geral, 50% da biblioteca genômica observada foi constituída por estes dois 

gêneros (Figura 8). Foram encontradas 31 espécies diferentes de Selenomonas, 

sendo a espécie Selenomonas sputigena a mais prevalente, encontrada em 9 

entre os 10 indivíduos. Este bacilo, multiflagelado, dotado de motilidade, 

anaeróbio estrito e Gram-negativo (mesmo pertencente ao filo Firmicutes; 

KOLENBRANDER et al., 1984) tem sido associado com casos de periodontite 
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ulcerativa necrozante (GMUR et al., 2004), periodontite de progressão rápida 

(KAMMA et al., 1994) e lesões periodontais ativas (HAFFAJEE et al., 1984; DZINK 

et al., 1988; TANNER et al., 1998). Outras espécies de Selenomonas encontradas 

em alta prevalência foram: Selenomonas sp. oral clone EW084/ EW076/ FT050/ 

strain GAA14/ P2PA_80 e Selenomonas noxia. Estes resultados corroboram com 

outros estudos que encontraram alta prevalência destas espécies em infecções 

orais (PASTER et al., 2001; PASTER et al., 2002; KUMAR et al., 2005; de LILLO 

et al., 2006). Embora esta colonização predominante por diferentes espécies de 

Selenomonas não fosse esperada, alguns relatos descreveram um grande 

aumento de bactérias móveis em sítios ativos com doença periodontal (TANNER 

et al., 1998). Assim sendo, os resultados deste estudo corroboram com a hipótese 

de um papel relevante destas espécies na etiologia da doença periodontal 

agressiva. 

Outras 3 espécies que vem sendo associadas com diferentes formas de 

doença periodontal e que foram encontradas em alta prevalência no presente 

estudo foram as espécies Anaeroglobus geminatus (Megasphaera sp. BB166), 

Dialister invisus e Capnocytophaga granulosa. Ambos, Anaeroglobus geminatus e 

D. invisus, têm sido detectados em grande número no ambiente subgengival de 

indivíduos com doença periodontal, mas não em indivíduos saudáveis (PASTER 

et al., 2001; KUMAR et al., 2003; KUMAR et al., 2005). Além disso, C. granulosa 

foi recentemente associada com doença periodontal crônica (CIANTAR et al., 

2001; CIANTAR et al., 2005).  

 71



Em um estudo similar, HUTTER et al. (2003) analisaram 578 clones 

(sequências) provenientes de amostras do biofilme subgengival de 26 indivídudos 

com doença periodontal agressiva e observaram uma maior diversidade 

bacteriana  do que a detectada no presente estudo. Os autores relataram à 

presença de espécies periodontopatogênicas tais como P. gingivalis e Treponema 

socranskii. No presente estudo, a diversidade bacteriana foi menor e os  

patógenos clássicos não foram encontrados pela clonagem 16S rRNA.  Estas 

diferenças nos resultados poderiam ser em virtude da população estudada, uma 

vez que HUTTER et al. (2003) selecionaram indivíduos com média de idade  de 

46 anos (variação de 22 a 73 anos), portanto superior a do presente estudo 

(média de 26 anos, variação de 20 a 29 anos), e os critérios para classificação de 

periodontite agressiva diferiram entre os estudos. Associado a este fator, os 

primers universais utilizados no presente estudo e no estudo de HUTTER et al. 

(2003) não foram iguais, o que pode ter contribuido para a diferença entre os 

resultados. 

Com base nos resultados deste estudo é possível sugerir que existem 

variações quantitativas e qualitativas no perfil de colonização bacteriana do 

ambiente subgengival entre diferentes indivíduos e entre diferentes sítios do 

mesmo indivíduo (Figura 8 e 9). Esta variação no perfil de colonização 

subgengival intra e inter-indivíduos foi recentemente descrita por TELES et al. 

(2006) usando a Hibridação DNA-DNA e por outros autores utilizando cultura e 

métodos moleculares (MOORE et al., 2000; KAMMA et al., 1995). TELES et al. 

(2006) sugeriram que diferentes indivíduos podem possuir perfis de colonização 
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microbiana diferenciados, indicando que diversos patógenos podem ser 

responsáveis pela etiologia da doença periodontal. Entretanto, existem grupos de 

espécies que podem ser agrupadas por meio de análise de clusters ou outras 

técnicas estatísticas, contudo, a análise de um grande número de amostras é 

necessária.  

No presente estudo foram analisadas 12 amostras diferentes provenientes 

de 10 indivíduos com doença periodontal agressiva. Uma das amostras (amostra 

4) foi analisada em duplicata, e os dados apresentados na tabela 5. Entre as 35 

espécies detectadas nesta amostra, 14 foram detectadas em ambas amostras. 

Todas as espécies com prevalência maior que 5% foram detectadas em ambos 

ensaios, com exceção do clone Selenomas genomosp C2, que foi detectado em 

13 clones, na reação 02. Estas diferenças poderiam possivelmente ser superadas 

se maior número de clones fossem seqüenciados a cada reação, ou que mais de 

um par de primers universais fossem utilizados. Entretanto, os procedimentos de 

clonagem e sequenciamento são financeiramente onerosos e demandam muito 

tempo de laboratório, o que torna impraticável a análise de um grande número de 

amostras. 

Foram seqüenciados no presente estudo 86 clones por amostra em média. 

Este número é similar ao relatado por PASTER et al. (2001, 2002) e Aas et al. 

(2005). Porém, outros estudos como os descritos por SAKAMOTO et al. (2000, 

2006), e o estudo com pacientes com periodontite agressiva de HUTTER et al 

(2003) analisaram um número muito menor de clones (variação de 15 a 25 por 

amostra). Portanto, a análise por 16S rRNA é apenas descritiva, sinalizando a 
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presença de diferentes espécies em um determinado nicho, mas a real 

prevalência das diferentes espécies deveria ser confirmada por outros métodos, 

analisando maior número de sítios, em um grande número de pacientes.  

Quando comparamos os resultados obtidos pela Hibridação DNA-DNA e os 

resultados da análise clonal da região do gene 16S rRNA são observadas 

diferenças significativas entre os dois métodos microbiológicos. O delineamento 

experimental do presente estudo não teve como objetivo a comparação entre os 

métodos microbiológicos, entretanto algumas considerações podem ser feitas.  

Foram avaliadas pela Hibridação DNA-DNA 108 amostras de biofilme subgengival 

e pelo sequenciamento e clonagem do gene 16S rRNA 12 amostras.  

Podemos sugerir que nas amostras avaliadas, a proporção das espécies 

mais prevalentes encontradas pelo método da Hibridação DNA-DNA estavam 

abaixo do limite de detecção do método da análise clonal, ou seja < 2% da 

microbita total (PASTER et al. 2001). Outros aspectos a serem considerados são 

os vieses que a própria técnica de amplificação pode induzir em amostras 

multigenômicas. De LILLO et al. (2006) utilizaram 3 primers universais para 

Bactérias e observaram que bibliotecas genômicas diferentes foram encontradas 

após a utilização do mesmo molde de DNA proveniente de amostra de biofilme 

subgengival. Além disso, o número de ciclos de amplificação também pode 

favorecer os vieses nos estudos de ecologia. BONNET et al. (2002) observaram 

que diferentes resultados foram encontrados variando o número de ciclos de 

amplificação de 10 até 25 ciclos. Resultados semelhantes haviam sido descritos 

anteriormente por SUZUKI e GIOVANNONI (1996). Além disso, métodos de 
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extração de DNA podem influenciar a biblioteca genômica formada (ZOETENDAL 

et al. 2001, SCUPHAM et al. 2007). Os mecanismos que causam estas diferentes 

bibliotecas genômicas a partir do mesmo molde de DNA não são conhecidos e 

necessitam de mais investigações. Outros aspectos podem ser considerados, tais 

como o risco de reação cruzada existente quando utilizamos sondas genômicas 

totais, como é o caso do método da Hibridação DNA-DNA aqui empregado. 

SOCRANSKY et al. (2004) relataram que o risco de reação cruzada deste método 

é inferior a 5% e que normalmente esta ocorreria entre espécies do mesmo 

gênero. Assim sendo, outros estudos são necessários para explicar a diferença 

nos resultados entre os métodos utilizados no presente estudo.  

O maior ponto positivo deste estudo foi a utilização de duas técnicas 

moleculares para detecção microbiológica, tendo em vista que o biofilme 

subgengival é altamente complexo e que a interação entre as espécies irá 

determinar o papel patogênico desta massa bacteriana (SOCRANSKY e 

HAFFAJEE 2005; KOLENBRANDER et al., 2006). Assim, a Hibridação DNA- DNA 

permitiu a análise de 38 espe´cies bacterianas em um grande número de 

amostras em indivíduos com doença periodontal agressiva. Por outro lado, a 

análise clonal 16S rRNA não requer a seleção prévia da microbiota a ser 

estudada, permitindo uma visualização possivelmente mais próxima a realidade 

da microbiota. A Hibridação DNA-DNA têm a capacidade de além de identificar a 

presença ou a ausência de microrganismos, também quantificar os níveis dessas 

espécies nas amostras analisadas. O teste possui uma sensibilidade de detecção 

de 104 células bacterianas. Este nível de detecção é satisfatório, principalmente 
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porque sabe-se que a principal diferença entre indivíduos saudáveis e indivíduos 

doentes está nos níveis das espécies no biofilme dental, e não na simples 

presença ou ausência destas no ambiente subgengival. Sendo assim, diversos 

autores têm considerado no cálculo de prevalência, os sítios colonizados apenas 

aqueles com contagens bacterianas superiores a 104 5 ou 10  células 

(SOCRANSKY e HAFAJEE et al. 2005; HAFFAJEE et al., 2006).  

Assim sendo, pode-se observar nas Figuras 1 e 3, uma alta prevalência de 

bactérias periodontopatogênicas, tais como espécies do complexo vermelho (T. 

forsythia, P. gingivalis e T. denticola) e laranja (F. nucleatum ssp. nucleatum, F. 

nucleatum ssp. polymorphum, F. nucleatum ssp. vincentii, E. nodatum, P. 

intermedia, P. nigrescens), por meio das sondas de DNA. Enquanto que a análise 

da diversidade obtida pela clonagem e sequenciamento do gene 16S rRNA 

revelou a predominância de diferentes espécies de Selenomonas e Streptococcus 

sp. (Figura 8).   

Assim sendo, estes dados sugerem a necessidade de maiores estudos que 

revelem a real associação dos microrganismos detectados por análise clonal de 

16SrRNA com o ínicio e progressão da doença periodontal agressiva. Além disso, 

estudos que revelem os fatores de virulência e a resposta do hospedeiro a estes 

organismos, muitos ainda não cultiváveis são relevantes para o entendimento da 

etiologia da doença. Por último, estudos longitudinais que revelem as mudanças 

na microbiota como um todo associadas ao sucesso e ao insucesso da terapia 

periodontal suportariam a inclusão de certas espécies no grupo dos organismos 

considerados periodontopatógenos.  
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6 CONCLUSÃO 

 Baseados na metodologia empregada podem concluir que: 

Os perfis de colonização microbiana determinados por Hibridação DNA-

DNA de indivíduos brasileiros com doença periodontal agressiva e 

periodontalmente saudáveis são distintos, sendo que:  

- o grupo com periodontite agressiva apresentou freqüência, níveis e proporções 

mais elevados de espécies relacionadas à periodontite, principalmente do 

complexo vermelho, e mais baixos de microrganismos benéficos do que o grupo 

de indivíduos com saúde periodontal.  

- A. actinomycetemcomitans apresentou-se em níveis, proporção e prevalência 

mais elevados nas amostras dos indivíduos com periodontite agressiva, sugerindo 

a sua associação com a doença. No entanto, A. actinomycetemcomitans estava 

presente em baixas proporções, não apresentado correlação com os parâmetros 

clínicos da doença periodontal analisados.  

- Houve uma correlação entre a profundidade de sondagem e a proporção das 

espécies do complexo vermelho nos indivíduos com periodontite agressiva, 

sugerindo a sua participação na doença. 

A microbiota subgengival determinada por Análise clonal de 16S rRNA de 

amostras de indivíduos brasileiros com doença periodontal agressiva é constituída 

por: 

- microrganismos não cultiváveis em cerca de 57%.  
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 - Espécies de Selenomonas, principalmente S. sputigena, em alta 

proporção. 

 - Por espécies dos gêneros Streptococcus e Selenomonas em cerca de 

50%.  
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ANEXO 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXO 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Freqüências e a proporção da relação de todas as espécies identificadas a partir do gene 16S rRNA 
 AMOSTRAS 
Espécies 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 
Actinomyces gerencseriae     2(2,4)         
Atopobium parvulum     1(1,2)         
Atopobium rimae     2(2,4)         
Capnocytophaga gingivalis       3(4,1) 3(4,1) 8(8,7)     
Capnocytophaga granulosa         17(18)  5(7,0)   
Catonella sp. AH153     1(1,2)         
Catonella sp. EZ006   1(1,2)         2(2,6)  
Clostridium sp. UQ083 1(1,2)             
Clostridium sp. UW009   1(1,2)           
Desulfobullus sp. CH031   1(1,2)           
Dialister invisus     6(7,1)        5(5,7) 
Dialister pneumosintes     1(1,2)         
Dialister sp. 55A-29    2(2,2)          
Dialister sp. BS095    2(2,2)  1(1,1) 3(3,1) 1(1,4)  8(10)   1(1,1) 
Dialister sp. GB027             2(2,2) 
Eubacterium brachy   1(1,2)        1(1,4) 2(2,6)  
Eubacterium tardum            5(6,5)  
Eubacterium sp. CK047        1(1,4)      
Eubacterium infirmum  6(6,9)  1(1,1) 3(3,5)  2(2,1)       
Eubacterium saburreum 4(4,8)       1(1,4)  1(1,3)   2(2,2) 
Eubacterium nodatum            1(1,3) 

7
 

Eubacterium saphenum            2 (35)  
Eubacterium sp. BP2-88             2(2,2) 
Eubacterium sp. BU014     1(1,2)         
Eubacterium sp. DO008           4(5,6)   
Eubacterium sp. DO008      1(1,1)        
Eubacterium sp. DO016    1(1,1)         1(1,1) 
Eubacterium sp. IR009    1(1,1)  4(4,3)   2(2,2)  3(4,2)  1(1,1) 
Eubacterium sp. JM048 2(2,4)             
Eubacterium sp. JN088    3(3,3)          
Eubacterium sp. PUS9.170   1(1,2)         4(5,2)  
Eubacterium sp. JS001            1(1,3)  
ubacterium yurii   3(3,7)      1(1,1)   1(1,3)  
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Espécie  01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 
Filifactor alocis   4(4,9) 1(1,1)  2(2,2)    2(2,6)  3(3,9)  
Firmicutes sp. AO068         2(2,2)     
Firmicutes sp. F058    1(1,1)      5(6,5)   1(1,1) 
Firmicutes sp. MCE7_107            1(1,3)  
Fusubacterium nucleatum             1(1,1) 
G. proteobacterium sp. 
UW042 

  1(1,2)           

Gemella haemolysans          2(2,6)    
Gemella morbillorum 26(31)  3(3,7) 8(8,8) 6(7,1) 1(1,1)  2(2,7)   2(2,8)  5(5,7) 
Gemella sp. Strain 933-88 12(14)             
Granulicatella adiacens 2(2,4)      1(1,0)  3(3,3)  1(1,4) 2(2,6)  
Granulicatella elegans            1(1,3)  
Kingella oralis         1(1,1)     
Lachnospiraceae genomosp C1       1(1,4)      
Lachnospiraceae sp. MCE9_31    1(1,2)         
Anaeroglobus germinatus    30(33)  2(2,2)  2(2,7)  8(10) 1(1,4) 1(1,3) 14(16) 
Megasphaera sp. BU057           5(7,0)   
Megasphaera sp. CS025          2(2,6)    
Mogibacterium neglectum  2(2,3)            
Peptococcus sp. IO70 2(2,4)             
Peptococcus sp. MCE10_265           1(1,3)  
Peptostreptococcus micros   3(3,7)  1(1,2)         
Peptostreptococcus sp. BS044   1(1,1)          
Peptostreptococcus stomatis    5(5,9)   1(1,4)      
Peptostreptococcus sp. FG014  2(2,5)  4(4,7)       1(1,3)  
Peptostreptococcus sp. FL008            1(1,1) 
Peptostreptococcus sp. HE064  1(1,2)           
Peptostreptococcus sp. HE064            1(1,1) 
Porphyromonas sp. DA064       1(1,0)       
Porphyromonas sp. DA065   2(2,5)           
Pseudoramibacter alactolyticus         1(1,3)    
Selenomnas sp. P2PA_80           2(2,8) 1(1,3)  
Selenomonas genomosp C2             13(15) 
Selenomonas infelix  3(3,4) 7(8,6)   5(5,4)  5(6,8)    5(6,5)  
Selenomonas noxia  1(1,1)  4(4,4)   4(4,2) 1(1,4) 32(35) 7(9,1) 2(2,8) 

 
 6(6,9) 
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Espécie  01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 
Filifactor alocis   4(4,9) 1(1,1)  2(2,2)    2(2,6)  3(3,9)  
Firmicutes sp. AO068         2(2,2)     
Firmicutes sp. F058    1(1,1)      5(6,5)   1(1,1) 
Firmicutes sp. MCE7_107            1(1,3)  
Fusubacterium nucleatum             1(1,1) 
G. proteobacterium sp. 
UW042 

  1(1,2)           

Gemella haemolysans          2(2,6)    
Gemella morbillorum 26(31)  3(3,7) 8(8,8) 6(7,1) 1(1,1)  2(2,7)   2(2,8)  5(5,7) 
Gemella sp. Strain 933-88 12(14)             
Granulicatella adiacens 2(2,4)      1(1,0)  3(3,3)  1(1,4) 2(2,6)  
Granulicatella elegans            1(1,3)  
Kingella oralis         1(1,1)     
Lachnospiraceae genomosp C1       1(1,4)      
Lachnospiraceae sp. MCE9_31    1(1,2)         
Anaeroglobus germinatus    30(33)  2(2,2)  2(2,7)  8(10) 1(1,4) 1(1,3) 14(16) 
Megasphaera sp. BU057           5(7,0)   
Megasphaera sp. CS025          2(2,6)    
Mogibacterium neglectum  2(2,3)            
Peptococcus sp. IO70 2(2,4)             
Peptococcus sp. MCE10_265           1(1,3)  
Peptostreptococcus micros   3(3,7)  1(1,2)         
Peptostreptococcus sp. BS044   1(1,1)          
Peptostreptococcus stomatis    5(5,9)   1(1,4)      
Peptostreptococcus sp. FG014  2(2,5)  4(4,7)       1(1,3)  
Peptostreptococcus sp. FL008            1(1,1) 
Peptostreptococcus sp. HE064  1(1,2)           
Peptostreptococcus sp. HE064            1(1,1) 
Porphyromonas sp. DA064       1(1,0)       
Porphyromonas sp. DA065   2(2,5)           
Pseudoramibacter alactolyticus         1(1,3)    
Selenomnas sp. P2PA_80           2(2,8) 1(1,3)  
Selenomonas genomosp C2             13(15) 
Selenomonas infelix  3(3,4) 7(8,6)   5(5,4)  5(6,8)    5(6,5)  
Selenomonas noxia  1(1,1)  4(4,4)   4(4,2) 1(1,4) 32(35) 7(9,1) 2(2,8) 

 
 6(6,9) 
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Espécie 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 
Selenomonas sp. AA024     4(4,7) 1(1,1)   6(6,5)  2(2,8)  1(1,1) 
Selenomonas sp. AJ036      9(9,7)        
Selenomonas sp. CI002           2(2,8)   
Selenomonas sp. CS002      5(5,4)        
Selenomonas sp. CS015    2(2,2)   4(4,2)       
Selenomonas sp. CS024         2(2,2)     
Selenomonas sp. DO042        1(1,4)      
Selenomonas sp. DS051    3(3,3)          
Selenomonas sp. EQ054      2(2,2)        
Selenomonas sp. EW011       2(2,1)       
Selenomonas sp. EW076     8(9,4) 3(3,2) 12(12) 4(5,5) 2(2,2)    2(2,3) 
Selenomonas sp. EW079       1(1,0) 3(4,1)  2(2,6) 2(2,8)   
Selenomonas sp. EW084  1(1,1)    10(11)  3(4,1)   2(2,8)   
Selenomonas sp. EY047      3(3,2)        
Selenomonas sp. EZ011  3(3,4)    5(5,4)  2(2,7)      
Selenomonas sp. FNA3  1(1,1)            
Selenomonas sp. FT050      4(4,3) 16(17) 2(2,7)      
Selenomonas sp. GI064      5(5,4)  6(8,2)      
Selenomonas sp. GT010      3(3,2) 1(1,0)    2(2,8)   
Selenomonas sp. IK004        1(1,4)      
Selenomonas sp. IQ048       2(2,1)       
Selenomonas sp. IQ048     1(1,2)         
Selenomonas sp. JS031          2(2,6)    
Selenomonas sp. MB5_C08        2(2,7)      
Selenomonas sp. P2PA_80     1(1,2)  3(3,1) 3(4,1)  8(10)    
Selenomonas sp. GAA14    3(3,3) 20(23)        4(4,6) 
Selenomonas sputigena 2(2,4) 4(4,6) 4(4,9) 6(6,6) 3(3,5) 18(19) 29(30) 13(18) 2(2,2)  5(7,0)  8(9,2) 
Shuttleworthia satelles    1(1,1)          
Solobacterium moorei     3(3,5)  1(1,0)       
Sreptococcus anginosus  50(57)  3(3,3) 3(3,5)  5(5,2)    3(4,2)  5(5,7) 
Streptococcus constellatus 1(1,2) 4(4,6)  3(3,3) 1(1,2)   2(2,7)  2(3) 6(8,5)  5(5,7) 
Streptococcus cristatus 3(3,6)   2(2,2)   1(1,0)  2(2,2) 15(20) 2(2,8)   
Streptococcus gordonii 18(21)             
Streptococcus intermedius  1(1,1) 17(21)  2(2,4)       3(3,9)  
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Espécie 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 
Streptococcus mitis bv2 7(8,3)   1(1,1)    10(14) 4(4,3) 2(2,6)    
Streptococcus 
mitis/pneumoniae 

  3(3,7) 2(2,2) 3(3,5)  3(3,1)  2(2,2) 3(3,9) 6(8,5) 5(6,5) 2(2,2) 

Streptococcus oralis             1(1,1) 
Streptococcus parasanguinis  1(1,1)            
Streptococcus sanguinis   1(1,2)   1(1,1)  1(1,4) 6(6,5)   6(7,8)  
Streptococcus sp. AY020 1(1,2)      1(1,0)       
Streptococcus sp. EK048   4(4,9)           
Streptococcus sp. FN042          2(2,6)    
Streptococcus sp. FX003   9(11,1)           
Streptococcus sp. H3-M2          2(2,6)    
Streptococcus sp. strain 7A     1(1,2) 4(4,3) 4(4,2)     2(2,6)  
Streptococcus sp. UR053  1(1,1)            
Treponema II:13   3(3,7)           
Treponema IV sp. JU025   1(1,2)           
Treponema V sp. AT040           1(1,4)   
Treponema vincentii          2(2,6)    
Veillonella atypica  1(1,1)            
Veillonella parvula/dispar 3(3,6) 8(9,2)  4(4,4)  2(2,2)  2(2,7)  1(1,3) 12(17) 2(2,6) 3(3,4) 
Veillonella sp. AA050   8(10)  1(1,2) 2(2,2)        
Veillonella sp. BU083    4(4,4)          
Total de clones 84 87 81 91 85 93 96 73 92 77 71 77 87 
 



ANEXO 5 

 

Perfil microbiano do percentual de sítios colonizados por níveis superioreres ou iguais 104 células das 38 espécies 
bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival de 30 indivíduos periodontalmente saudáveis e 12 indivíduos 
com periodontite agressiva generalizada. Análise de covariância ajustada para idade: * p<0,05. Os resultados foram 
ajustados para comparações múltiplas segundo SOCRANSKY et al. (1991). 
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