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1. RESUMO

Obejtivo: o objetivo deste estudo foi avaliar a presenga e distribuigdo de
espécies de treponema em canais radiculares com necrose pulpar,

Método: Cinquenta amostras foram coletadas dos canais radiculares de dentes
com necrose pular e presenca lesdes perirradiculares, destas 35 apresentaram
resultados positivos para presenga de microrganismos. Estas 35 amostras
clinicas foram estudadas com relacdo a prevalencia de sete espécies de
treponema pelo metodo de Reacéo de Polimerase em Cadeia (PCR).
Resultados: As espécies mais frequentemente encontradas foram Treponema
denticola e Treponema socranskii, ambas com 37%, seguidas de T. vicentii
(14%), T. medium (8%), T. maltophilum (2,85%). As espécies T. pectinovorum
e T. amylovorum nao foram encontradas nas amostras avaliadas.

Conclusao: Os resultados das reagdes de PCR mostram que cinco das
especies de Treponema estudadas fazem parte da microbiota associada as

infecgbes endoddnticas primarias.



2. INTRODUCAO

Os microrganismos e seus produtos sdo os principais causadores e
mantenedores das doencas pulpares e perirradiculares (Allison et al. 1990).
Esses agentes etiologicos podem pertencer a um dos trés dominios de vida:
bactéria, archaea e eucéria, como por exemplo, 0s fungos (Vianna et al. 2005,
2006). Dentre estes, as bactérias estao comprovadamente relacionadas a
etiologia destas doencas (Siqueira et al. 2005).

As espécies de treponema sdo bactérias Gram-negativas do filo
Spirochaetes. Estas possuem forma filamentosa longa, espirilada que tendem a
se mover com movimentos ondulantes semelhantes ao de uma hélice. Muitas
espécies de espiroquetas s@o agentes patogénicos nocivos ao homem,
causando, por exempio, a sffilis e erupgdes cutdneas contagiosas (Pétasse
tropica) comuns nas regides de clima tropical (Centurion-Lara et al. 2006).

As espécies de treponema também estdo associadas a infecgdes orais,
como por exemplo, a doencas periodontais {Loesche 1988) e periodontites
apicais (Siqueira & Rogas 2003a,b). Entretanto a detecgdo, isolamento e
identificacdo de espécies individuais mostra-se limitada pelas técnicas de
culiura. Até mesmo a identificagio dessas espécies por métodos mais
sofisticados também parece ser limitada, como por exemplo, o uso de
anticorpos ou de sondas de DNA (Willis et al. 1999). Pelo método de PCR as
especies de treponema foram identificadas em canais radiculares (Siqueira et
al. 2003, Siqueira & Rogas 2003, Vianna et al. 2008). Por PCR em tempo real
(real time-PCR), as espécies do g¢género Treponema mostraram ser

freglientemente identificadas e em quantidades representativas nos canais



radiculares de dentes com infecgbes endodonticas primdrias (Vianna et al.
2007), sugerindo que esses microrganismos podem desempenhar um papel
importante nas infecgdes endodénticas.

As espécies de Treponema denticola € Treponema socranskii foram
identificadas em dentes com infecgdes endodénticas primarias (Siqueira et al.
2003, Vianna et al. 2008), passiveis de serem encontradas mesmo apds o
preparo quimico-mecanico (Vianna et al. 2008). Treponema amylovorum,
Treponema maltophilum, Treponema medium também foram identificadas por
‘nested” PCR em dentes com infecgbes endoddnticas primarias (Siqueira &
Rogas 2003), sendo considerados potenciais endodonto patégenos. Algumas
espécies de Treponema, como por exemplo, Treponema amylovorum (Wyss et
al. 1997) e Treponema medium (Umemoto et al. 1997} estao relacionadas a
severidade da doenca periodontal, Entretanto, faz-se necessaria uma avaliacéo
da diversidade de espécies de freponema nas infecgdes endodOnticas
primdrias para um maior entendimento destas espécies nas infecches

endoddnticas primarias.



3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi explorar a diversidade de espécies de
treponema por métodos moleculares {Reag¢éo de polimerase em Cadeia - PCR)
em amostras de canals radiculares infectados contendo tecido pulpar necrético

e presenca de periodontite apical.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. CARACTERISTICAS GERAIS DAS ESPECIES DE TREPONEMA

As treponemas sdo bactérias Gram-negativas do filo Spirochaetes de
forma filamentosa longa, espirilada que tendem a se mover com movimentos
ondulantes semelhantg ao de uma hélice (Centurion-Lara et al. 2006). Essas
espiroquetas anaerdbias tdm um significante metabolismo de oxigénio, até
mesmo em baixos niveis de oxigénio medidos em bolsas periodontais e contém
enzimas que oferecem protegao contra 0s prejuizos das espécies reativas ao
oxigénio (Caldwell e Marquis 1999).

As espiroquetas tém forma helicoidal, mas diferem estruturalmente de
outras bactérias helicoidais (Chan & McLaughlin 1999). Muitas delas séao
patogénicas, ou seja, nocivas ao homem, causando, por exempio, a sifilis e
erupgbes cutdneas contagiosas comuns nas regides de clima tropical
(Centurion-Lara et al. 2006).

As espécies de treponemas podem estar associadas a infecgbes orais,
como doencas periodontais (Loesche 1988) e periodontites apicais (Siqueira &
Rogas 2003a,b). Entretanto, deteccdo destas espececies nas infecgdes mostra-
se limitada pelas técnicas de ocultura, pois estas espécies possuem
metabolismo e requerem condi¢cbes especias para mimetizagdo do ambiente
Ecolégico in vivo, sendo assim ¢ metodo de cultura dificilmente possibilita o
isolamento e identificacdo dessas espécies (Vianna et al. 2005).

Essas forrnamas microbianas foram freqlientemente identificadas e em
quantidades representativas nos canais radiculares de dentes com infecgdes

endoddnticas primarias (Vianna et al. 2007) sugerndo que esses



microrganismos podem desempenhar um papel importante nas infecgdes

endoddnticas.

4.2 AS ESPIROQUETAS NA CAVIDADE ORAL

As espiroquetas sao altamente detectadas em biofilmes subgengivais
associadas a doenga periodontal e regularmente representam a maioria da
composicio da microbiota (Caldwell e Marquis 1999).

Todas as espiroquetas orais sd0 classificadas no género treponema e
estas podem representar mais de 50% da microbiota detectavel no biofilme
subgengival de pacientes com gengivite Ulcero-necrosante aguda e periodontite
crénica, considerando que elas compreendem a menos de 1% em sitios
saudaveis (Chan & McLaughiin 2000).

Apesar das espécies de treponemas serem exemplos de bactérias de
dificil cultivo, elas tém sido amplamente identificadas em infec¢bes
endodénticas por métodos moleculares. Sakamoto et al. (2009) por métodos de
cultivo e clonagem verificou que ha uma grande porcentagem e diversidade de
espécies de treponema nos canais radiculares. Das dez espécies de
treponema cultivaveis somente T. pectinovorum nao foi detectada.

As espécies de trgponema cultivaveis que predominam na comunidade
de espiroquetas sao T. maltophilum, T. socranskii, T. denticola, e T. medium,
dentre as quais somente a Uitima ndo foi encontrada em alta prevaléncia. Estas
espécies de treponema dominam a comunidade de espiroquetas, contudo suas
proporcbes em relagdo a microbiota total de bactérias nao foi estabelecida

(Sakamoto et al. 2009).
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4.3 FATORES DE VIRULENCIA RELACIONADOS AS ESPIROQUETAS

Os fatores de viruléncia das espiroquetas orais tém sido discutidos
dentro dos seguintes limites: aderéncia, efeitos citotoxicos, sequestro de ferro e
locomocgao (Chan & McLaughiin 2000)

T. denticola tem mostrado atacar os fibrob_lastos da gengiva humana, a
base das membranas das proteinas, assim como outros substratos com
ligagbes de ataque especificas. A ligagdo de espiroquetas a fibroblastos
gengivais humanos resulta em citotoxicidade e morte celular devido a liberagéo
de enzimas e ouiras proteinas. A ligacdo das espiroquetas aos eritrocitos é
acompanhada por aglutinacdo e lise destes (Chan & McLaughiin 2000).

.A habillidade locomotora das espiroquetas patogénicas € um dos fatores
associados com sua viruléncia. Tal habilidade capacita espiroquetas
patogénicas a migrar nos fluidos viscosos e dentro dos espacgos inter e intra-
celular do corpo hospedeiro, ou seja, estas conseguem penetrar nos tecidos
conjuntivos, como por exemplo no tecido gengival (Chan & McLaughlin 2000).

Para que estes microroganismos possam causar doenga, as
espiroquetas devem ser capazes de aderir-se a um substrato, multiplicar-se e
expressar seus fatores de viruléncia. Treponema denticola mostrou ser capaz
de aderir-se aos fibroblastos gengivais humanos tante em condigdes aerdbicas
como anaerdbicas. Esta observagao sugere que o mecanismo de ligacao aos
fibroblastos é mediado por lectina com afinidade para galactose e manose na
superficie do fibroblasto gengival humano. A aderéncia das espiroquetas orais
no sulco gengival nao é por si s6 um processo patoldgico, este pode ser

considerado apenas quando os efeitos citopatolégicos da aderéncia e
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colonizagéo das bactérias acontecem que a colonizagio inicial pode ser
considerada um fator virulento (Chan & McLaughlin 2000).

Especificamente na doenga periodontal, espiroquetas foram encontradas
entre as células dentro do epitélio juncional que sdo normaimente unidas
fortemente, e no epitélio adjacente e conectivo bem como, na superficie do
tecido do osso alveolar. A habilidade de locomogéo através de ambientes
viscosos pode conferir vantagens ecoldgicas, tais como habilidade de migrar
para dentro do fluido sulcular gengival e de penetrar nos sulcos do epitélio
sulcular e tecido conjuntivo gengival. Espiroquetas orais, como todos o0s
patogenos periodontais implicaram no processo de doenga periodontal gragas
a sua predomindncia numérica nos sitios inflamados afetados (Chan &
McLaughlin 2000).

Nas Infecgbes endoddnticas pouco se conehce sobre os fatores de
virulécia de tais microrganismos, porém devido as caracteristicas similares dos
tecidos, como por exemplo, tecido conjuntivo da poipa, pode-se especular que
tais caracteristicas dos fatores de viruléncia sejam aplicaveis tambem nos

tecidos pulpares.
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5. MATERIAL E METODO

Foram selecionados 50 pacientes que compareceram a Faculdade de
Odontologia de Piracicaba e possuiam dentes indicados para o tratamento
endodoéntico devido & necrose pulpar. As amostras foram coletadas pela
orientadora de Iniciagido cientifica (Profa. Dra. Morgana Eli Vianna), com
acompanhamento da aluna de iniciagdo cientifica, na Clinica de especializacéo
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

Detalhes das coletas e procedimentos clinicos foram realizados
conforme Vianna et al. (2007). Para a coleta das amostras, foi introduzido um
cone de papel absorvente autoclavado no comprimento total do canal
(determinado pela radiografia pré-operatéria), permanecendo nesta posi¢ao por
60 segundos. Nos casos onde 0 canal encontrou-se seco, este foi umedecido
com soro fisiologico. Os cones de papel foram colocados em tubos plasticos
(eppendorfs) contendo 1 ml de meio de transporte RTF (Rich Transport Fluid,

Syed & Loesche 1972) e congelados a -70°C para posterior processamento.

5.1. ISOLAMENTO DO DNA

O DNA das amostras foi extraido com o auxilio do Qiamp DNA Mini Kit
(Quiagen, Hilden, Germany) de acordo com o protocolo descrito a seguir:
inicialmente as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos e o
supernadante foi removido. Foram adicionados 180ul de ATL e 20pl de
proteinase K, a seguir foram incubadas a 56°C por 30 minutos. Apos isso,

foram adicionados 200pl AL e novamente incubadas a 70°C por 10 minutos. A



seguir, foram adicionados 200! de etanol 100% e todo volume foi transferido
para tubos com filtro (QL Amp Mini Spin Collum). Os tubos foram centrifugados
a 8000 rpm por 1 minuto, esse filiro foi transferido para outro tubo vazio do kit,
500ul de AW1 foi adicionado a esse tubo e novamente centrifugado a 8000 rpm
por 1 minuto. O mesmo processo foi realizado para a adicao de 500ul de AW2,
seguido de centrifugagao a 13.000 rpm por 3 minutos. Os filtros foram
transferidos para eppendorfs de 1,5 ml com tampa, 100uf de solugcao AE foi
adicionada; aguardou-se 3 minutos para nova centrifugagao a 8000 rpm por 1
minuto. Essa solugao obtida continha o DNA das amostras e fol conservada em

freezer 20°C para posteriror processamento.

5.2. REACOES DE PCR

Apds a extragdo do DNA, a reacdo de PCR foi realizada em um
termociclador convencionat (Biometra, Gottingen, Alemanha).

As espécies de treponema foram identificadas por nested PCR. Os
microrganismos: T. denticola DSMZ 14222 (type strain), Treponema socranskii
subsp. socranskii ATCC 35536 (type strain), Treponema pectinovorum ATCC
33768 (type strain), 7. medium ATCC 700293 (type strain), 7. vincentii ATCC

35580 foram utilizados como controles positivos.
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5.2.1.PRIMEIRA REACAO

A primeira rea¢ao foi realizada com primes universais (tabelal) com
2,5ul tampao (10X Tag buffer); 18,5ul de dgua Milli-Q; 0,51 de dNTP; 1,250l de
MgClz; 0,25u! de EuF primer (100uM); 0,25u1 de EuR primer (100uM); 0,125l
de Taq Polymerase (5 U/uL). Posteriormente, durante a realizagio dos testes
pilotos, o protocolo das reagbes foi ajustado, bem como o protocolo de
temperaturas que inicialmente foi: 95°C por 2 min; 36 ciclos de 94°C por 30s,

55°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos, e elongacgao final a 72°C por 4 minutos.

5.2.2. SEGUNDA REAGAO

T. denticola: 1,0l do reagente universal; 2,51 tampao (10X Tagq buffer);
19,0ul de agua Milli-Q; 0,5ul de dNTP; 1,25u1 de MgCl,; 0,25u de EuF primer
(100uMY); 0,25ul de EuR primer (100uM); 0,125u) de Tag Polymerase (5 U/pL).
A realizacao dos testes depois da desnaturagéo inicial em 95°C por 2 minutos,
36 ciclos foram realizados como a seguir. desnaturacdo por 30 segundos a
94°C, anelamento por 60 segundos a 60°C, extensao por 2 minutos a 72°C, e
wma final extensao a 72°C por 10 minutos.

T. socranskij: 1,0ul do reagente universal; 2,5ul tampdo (10X Tag
buffer); 19,0u de agua Milli-Q; 0,50 de dNTP; 1,25ul de MgCly; 0,251 de EuF
primer (100uM); 0,25u! de EuR primer (100uM); 0,125ul de Tag Polymerase (5
U/UL). A realizag@o dos testes depois da desnaturagéo inicial em 95°C por 2
minutos, 36 ciclos foram realizados como a seguir; desnatura¢do por 30
segundos a 94°C, anelamento por 60 segundos a 53°C, extensédo por 2

minutos a 72°C, e uma final extensio a 72°C por 10 minutos.
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T. vicentii: 1,0ul do reagente universal; 2,5ul tamp&o (10X Tag buffer);
19,0uf de agua Milli-Q; 0,5uf de dNTP; 1,25ul de MgCly; 0,25l de EuF primer
{(100uM); 0,251 de EUR (100uM); 0,125u1 de Taq Polymerase (5 U/uL). A
realizagao dos testes depois da desnaturacédo inicial em 95°C por 2 minutos, 36
ciclos foram realizados como a seguir. desnaturagao por 30 segundos a 94°C,
anelamento por 60 segundos a 53°C, extenséo por 2 minutos a 72°C, e uma
final extensao a 72°C por 10 minutos.

T. medium: 1,00l do reagente universal; 2,5ul tampao (10X Tag buffer);
19,00l de agua Milii-Q; 0,5u de dNTP; 1,25l de MgCle; 0,251l de EuF primer
{100uM); 0,251 de EuR primer (100uM); 0,125ul de Taq Polymerase (5 U/uL).
A realizagdo dos testes depois da desnaturagdo inicial em 95°C por 2 minutos,
36 ciclos foram realizados como a seguir: desnaturacdo por 30 segundos a
94°C, anelamento por 80 segundos a 54°C, extensao por 2 minutos a 72°C, e
uma final extenséo a 72°C por 10 minutos.

T. pectinovorum. 1,0ul do reagente universal; 2,51t tampéo (10X Tag
buffer); 19,0l de agua Milli-Q; 0,5ul de dNTP; 1,25u1 de MgCly; 0,25u! de EuF
primer {100uM); 0,25 de EuR primer (100pM); 0,125pl de Tag Polymerase (5
U/pl). A realizagdo dos testes depois da desnaturagao inicial em 95°C por 2
minutos, 36 ciclos foram realizados como a seguir; desnaturagéo por 30
segundos a 94°C, anelamento por 60 segundos a 53°C, extensado por 2
minutos a 72°C, e uma final extensao a 72°C por 10 minutos,

T. maltophilum: 1,0ul do reagente universal; 2,5ul tampédo (10X Tag
buffer); 19,0ul de agua Milli-Q; 0,5ul de dNTP; 1,25u! de MgCly; 0,251 de EuF
primer {(100uM); 0,25 de EuR primer (100pM); 0,125pl de Taqg Polymerase (5

U/uL). A realizagéo dos testes depois da deshaturagao inicial em 95°C por 2
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minutos, 36 ciclos foram realizados como a seguir: desnaturagdo por 30
segundos a 94°C, anelamento por 60 segundos a 54°C, extensédo por 2
minutos a 72°C, e uma final extensao a 72°C por 10 minutos.

T. amylovorum: 1,0u! do reagente universal; 2,5y tampao (10X Tagq
buffer); 19,0ul de agua Milii-Q; 0,5 de dNTP; 1,25ul de MgCl,; 0,251l de EuF
primer (100uM); 0,25p de EuR primer (100uM); 0,125ul de Taqg Polymerase (5
U/uL). A realizagao dos testes depois da desnaturagéc inicial em 95°C por 2
minutos, 36 ciclos foram realizados como a segquir: desnaturagdo por 30
segundos a 94°C, anelamento por 60 segundos a 54°C, extensao por 2

minutos a 72°C, e uma final extensao a 72°C por 10 minutos.
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Tabela 1. Primers especificos para cada microrganismo avaliado.

Universal 168 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-1.513 55

ribosomal DNA ACGGCTAGCTTGTTACGACTT (1.505)
_ TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT 193-508 (316) 60
T. denticola
TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA
T. amylovorum AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-211 (193} 54
CTCACGCCTTTATTCCGTGAG
T. maltophilum AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8446 {438) 54
CCTATTGTGCTTATTCATCAGGC
T. medium AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-200 (192) 54
CCTTATGAAGCACTGAGTGTATTC
. GATCACTGTATACGGAAGGTAGACA 179-468 (285) 53
T. socranski
TACACTTATTCCTCGGACAG
T. pectinovorum AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-205 {194) 53
ATATATCTCCAACTTATATGACCT
T. vincentii AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-201 (193) 56

AATACTTCTTATGAACATTGAGAC

5.3. ELETROFORESE

A eletroforese foi realizada com oito microlitros de cada produto do PCR
em um gel de 1% de agarose em um tampéao de 0.5X Tris-borate-EDTA a 4
V/cm por 1 hora, corados e visualizados por fotografia em camara escura. As
reagOes positivas foram determinadas pela presenga de bandas nos tamanhos

determinados conforme descrito na tabela 1 (bases-pares).
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5.4, ANALISE ESTATISTICA

Neste estudo foi utilizado o teste exato de Fisher, no qual pudemos
avaliar que ndo foram encontradas associacoes positivas ou negativas entre as

espécies de treponema detectadas (teste Exato de Fischer; p>0,05).
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6. RESULTADOS

As reagbes com primers universais foram feitas para verificar a presenca
de bacterias totais. Dos 50 casos iniciais, 35 casos mostraram ser positivos
para presenca de bactérias. Os resultados refrentes aos 35 casos positivos
encontram-se na tabela 2.

Dos 35 casos positivos para bactérias totais, treze casos mostraram-se
negativos para a presenca das espécies: Treponema socranskii, Treponema

vicentii, Treponema denticola, Treponema medium e Treponema pectinovorum.

Treponema denticola foi encontrado em 37% das 35 amostras positivas para
bactérias. A figura 1 mostra representativamente a presenga e auséncia da

especie de Treponema denticola.

Treponema socranskii foi encontrado em 37% das 35 amostras positivas para
bactérias. A figura 1 mostra representativamente a presenga e auséncia da

espécie de Treponema socranskii.

Treponema vicentii foi encontrado em 14% das 35 amostras positivas para
bactérias. A figura 1 mostra representativamente a presenga e auséncia da

espécie de Treponema vicentil.

Treponema medium foi encontrado em 8% das 35 amostras positivas para

bactérias. A figura 1 mostra representativamente a presenc¢a e auséncia da

espécie de Treponema medium.
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As espécies Treponema pectinovorum e Treponema amylovorum nao
foram encontradas nas amostras avaliadas e os primers descritos na literatura

mostraram-se inespecificos.
Treponema maltophilum foi encontrado em 2,85% das 35 amostras positivas
para bactérias. A figura 1 mostra representativamente a presenga e auséncia

da espécie Treponema maltophilum.

Nao foram encontradas associagdes estatisticamente significativas entre as

espécies de Treponema.
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Tabela 2. Frequéncia das espécies de treponema encontradas em 35 canais
radiculares com infec¢des endoddnticas priméarias

Amaostras Treponema | Treponemao Treponema | Treponema Treponema Treponema Treponema
socranskii vicentii denticola medium pectinovarum amylovarum maltophilum
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A Figura 1 mostra uma viséo geral das espécies encontradas nos 35
canais positivos para presenga de bactérias. As espécies mais frequentemente
encontradas foram Treponema denticola e Treponema socranskii, ambas com
37%, seguidas de T. vicentii (14%), T. medium (8%), T. maltophilum (2,85%).
As especies T. pectinovorum e T. amylovorum nao foram encontradas nas

amostras avaliadas.

3 m o @ ~ 3 ® N

Figura 1. Prevaléncia das espécies de treponema encontradas em 35 canais

radiculares com necrose pulpar.



7. DISCUSSAO

Alguns dos oligonucleotideos descritos por Willis et al. (1999)
mostraram inepecificidade para identificacdo de algumas espécies com a
presenga de bandas com varios pesos moleculares. Com o objetivo de
aumentar a especificidade dos primers os protocolos utilizados nesta pesquisa
foram ligeiramente modificados.

Primeiramente, a temperatura de anelamento de 54°C, descrita literature
para T. amylovorum mostrou-se inespecifica. Posteriormente foi tentada a
temperatura de 56°C (tentando buscar especificidade) e foi constatada
inespecificidade ainda que menor. Tentou-se entdo o anelamento com 58°C
que ainda demonstrou inespecifico, entdo foi considerado como negativo o
resultado para essa espécie.

Com a espécie Treponema medium foram realizadas as mesmas
tentativas. Primeiramente, a temperatura de anelamento foi de 54°C, a qual foi
inespecifica. Posteriormente, a temperatura foi modificada para 55°C, a qual foi
inespecifica ainda. Tentou-se entdo com a temperatura de 58°C a qual mostrou
um resultado satisfatério.

Na espécie Treponema maltophilum foi feita a primeira rea¢ao com
54°C, e o resultado da reagdo mostrou bandas duplas. Assim, um aumento na
temperatura de anelamento foi realizado (55°C) e essa ainda demosnstrou
bandas duplas. Posteriormente ainda, foi feita uma reagdo com 58°C quando
somente uma banda no tamanho exato de 438 bases pares foi detectada,

considerando ¢ resultado satisfatério

J& na espécie Treponema pectinovorum tentou-se, primeiramente, a
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temperatura de anelamento de 53°C, a qual se mostrou inespecifica.
Posteriormente foi feita reagdo com anelamento de 54°C, na qual foi possivel
observar que as amostras foram negativas. Esta espécie porém, deixou duvida
se estes microrganismos estavam mesmo ausentes ou se as condicdes para
amplificagéo do referido par de primers ficou desfavoravel para as reagdes de
PCR.

Comparando os resuitados desta pesquisa com os de Sakamoto et al.
(2009) foi possivel observar gque suas amostras também foram negativas para
T. pectinovorum.

Em contrapartida, pdde-se observar que a frequéncia de T. maltophilum,
T. socranskii, T. denticola, e T. medium foram superiores as encontradas no
presente estudo, provavelmente resultado este relacionado aos diferentes
métodos aplicados nas pesquisas.

Em ambos os estudos, no presente e no de Sakamoto et al. (2009}, T.
medium foi encontrado em menor frequéncia que as outras espécies de
treponema, podendo-se concluir que os resultados dependem, além das
amostras coletadas, da metodologia aplicada e da especificidade dos primers
utilizados.

As interagdes competitivas ou sinergistas entre espécies microbianas
sac complexas, entretanto no presente estudo ndo pudemos observar essas
associagdes (Teste exato de Fisher; p>0,05) provavelmente devido a grande
diversidade microbiana possivel de ser encontrada nos canais radiculares, bem

como o numereo relativo de amostras avaliadas.
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8. CONCLUSAO

Os resultados das reacbes de PCR mostram que pelo menos cinco das
especies de treponema estudadas fazem parte da microbiota associada as
infecgdes endoddnticas primarias.

As espécies mais frequentemente encontradas em ordem decrescente
foram: Treponema denticola, T. socranskii, T. vicentii, T. medium e T.

malfophilum.
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