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Objetivos: A compreensdo da dindmica periodontal
biofilme-hospedeiro, in situ, é crucial para melhorar o diag-
noéstico e definir tratamentos mais racionais e eficazes. Este
trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de sondas de
4cido peptidico nucleico (PNA), um mimico do DNA, para a
identificacdo e localizagdo de Aggregatibacter actinomycetem-
comitans (A. actinomycetemcomitans) e Porphyromonas gingivalis
(P. gingivalis) em amostras de placa subgengival e bidépsias gen-
givais, pelo método de hibridacao fluorescente in situ (FISH).

Materiais e métodos: Foi desenhada uma sonda de PNA
para cada microrganismo. Para tal, oligonucleotideos com
15 pares de bases com elevada sensibilidade e especificidade,
entre outras caracteristicas, foram identificados recorrendo ao
programa Primerose acoplado a base de dados de rRNA 16S do
RDP-II. As sequéncias selecionadas foram sintetizadas (PANA-
GENE, Coreia do Sul). O método PNA-FISH foi otimizado em
laboratério para permitir a hibridacéo simultanea das sondas
(PNA-FISH multiplex). Depois de testado em estirpes repre-
sentativas de P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, o método
de PNA-FISH foi adaptado para a detecdo de microrganismos
na placa subgengival e bidpsias gengivais de pacientes com
periodontite grave.

Resultados: As melhores condi¢des de hibridag@o para as
2 sondas (PgPNA1007 e AaPNA235) foram alcanc¢adas a tem-
peratura de 59°C, durante 150 minutos. A sensibilidade e
especificidade in silico foram ambas de 100% para a sonda
PgPNA1007 e de 100 e 99,9% para a sonda AaPNA235, res-
petivamente. Ambas apresentaram um desempenho tedrico
superior a sondas de DNA desenvolvidas até a data. A
aplicacdo da técnica a amostras de placa bacteriana subgen-
gival revelou auséncia de A. actinomycetemcomitans na nossa

amostra. A P. gingivalis mostrou-se presente e exibiu ocasio-
nalmente uma organizacdo em microcolénias. Os resultados
em bidpsias de tecido gengival mostraram que as sondas
AaPNA235 e PgPNA1007 foram capazes de detetar, discrimi-
nar e colocalizar ambas as espécies. Foi interessante observar
a existéncia de células epiteliais superinvadidas por P. gin-
givalis a contrastar com células ndo invadidas ou pouco
invadidas.

Conclusdes: Esta investigacdo apresenta um novo método
para discriminar e colocalizar P. gingivalis e A. actinomycetem-
comitans em amostras clinicas, em apenas algumas horas.
Com esta técnica foi possivel observar, pela primeira vez, a
distribuicdo espacial simultanea destas espécies em bidpsias
de tecido gengival organizado, pela técnica de FISH.
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