PERIODONTIA

The BANA Test Applicability in Dental Office

A Aplicabilidade do Teste BANA
no Consultério Odontoldogico

INTRODUCAO

Ap6s os estudos terem demonstrado que a placa bacteriana (biofilme dental)
agia como fator etiolégico da doenga periodontal, iniimeros autores investigaram o
relacionamento entre placa/doenga do periodonto, notando o envolvimento de dife-
rentes tipos de bactérias com diferentes manifestagdes clinicas no processo de desen-
volvimento da patologia periodontal.

A composig&o do biofilme bacteriano, em 1960, era considerada semelhante de
pacientes para pacientes e de sitios para sitios no mesmo paciente. Desta forma, uma
variabilidade de microrganismos era reconhecida, entretanto a extensfo das diferentes
espécies bacterianas ndo era bem explicada, haja vista aconsideragéo que a destruigéo
periodontal acontecia em decorréncia do aumento da massa bacteriana, provavelmen-
te acompanhada pela diminuigZo da resposta do hospedeiro (GRISI et al.?).

No final de 1970, pesquisadores descobriram que espécies bacterianas especifi-
cas eram patdgenos periodontais®*. Essa descoberta modificou a visdo que prevale-
cia, em que a placa dental era apenas um agregado de bactérias de causa nio especifica
na doenga periodontal, mudando profundamente o diagndstico e o manejo de certos
tipos de periodontite.

O conhecimento sobre a aquisi¢io dos patdgenos periodontais suspeitos, pro-
porcionou ao Cirurgido-Dentista a chance de diagnosticar a periodontite, o que antes
era inatingivel (PREUS et al.?”). Um destes meios é o método enzimatico Teste BANA,
empregado em sua fase s6lida ou do cartdo (PERIOSCAN®) (GRISI et al.%). Diante de
tais consideragdes, os autores se propdem a realizar uma revis@o de literatura dos
trabalhos que utilizaram o teste enzimético de BANA, bem como demonstrar sua
aplicabilidade como um pardmetro complementar para o diagndstico de uma infecgio
periodontopatogénica e monitoragfio do nivel de microrganismos, além de possivel
indicador da doenga periodontal, pela sua funcdo de detectar patégenos periodontais.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em 1965, o trabalho de LOE et al.'¢sobre a gengivite experimental no homem,
teve como objetivo demonstrar de forma clara, o papel da placa bacteriana na etiologia
da doenga do periodonto, assim como descrever a seqiiéncia de colonizagdo bacteriana
na regido do sulco gengival e suas modificagdes com o decorrer do tempo. Nesta
pesquisa eles investigaram o estabelecimento das gengivites em pacientes com gengi-
vas sadias, e estudaram as modificagdes que ocorreram na microbiota durante o peri-
odo do experimento. A patogenicidade bacteriana, induzindo a inflamag¢io gengival,
foi demonstrada de maneira irrefutdvel em humanos. Este estudo modificou os concei-
tos de etiologia e se transformou em um marco na pesquisa odontolégica, determinan-
do profundas modifica¢des nas condutas clinicas de preveng&o e tratamento da doen-
¢a periodontal.

Uma pesquisa foi realizada por DZINK et al.?, com o objetivo de detectar as
espécies Gram-negativas associadas com lesBes destrutivas ativas. A populagdo ana-
lisada era constituida de 19 pessoas entre 11 e 60 anos de idade e foram selecionadas
aquelas que apresentavam doenga periodontal destrutiva, diagnosticada através de
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Fig.1 - Kit do Teste BANA.

Fig.3 - Placa subgengival depositada na tira de papel.

evidéncias radiograficas com perda de osso alveolar e perda do
nivel de insercdo periodontal. A predominéncia de espécies
Gram-negativas de 50 sitios ativos foram comparadas com 69
sitios inativos. Os resultados mostraram que a propor¢io de
Gram-negativos foi mais alta em sitios com doenga periodontal
ativa do que em sitios inativos.

Através de uma revisdo de literatura sobre a identificagio
de bactéria associada com doernica periodontal e cérie dental por
métodos enziméticos, LOESCHE'"?, afirma que a determinagéo
dos microrganismos presentes na cavidade bucal pode ser feita
por meio de técnicas microbiolégicas como: cultura, microscopia
(de contraste de fase e de campo escuro), ensaio imunolégico,
sonda de DNA e teste enzimatico (GRISI et al.?). O método de
cultura, isto €, o isolamento e a identificacdo das espécies
bacterianas é de pouca praticidade; o0 exame microscopico néo é
aceito comumente pelos clinicos por necessitar de treinamento
especifico e ser de custo elevado; os testes imunolégicos, como
o Elisa e a imunofluorescéncia, necessitam de uma bateria de
anticorpos; as sondas de DNA exigem tecnologia sofisticada.
J4 0 método enzimético (BANA) permite a verificacio da pre-
senca e/ou nivel das bactérias periodontopatogénicas direta-
mente na placa subgengival, no fluido gengival ou na saliva
(GRISI etal.®). A metodologia enzimatica usando o Teste BANA,
para monitorizagdo do tratamento da infecgd0 anaerdbia para
Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus e Treponema
denticola, mostrou-se eficaz como método de diagnostico para
infecgdo periodontal por esses microrganismos, sendo pratico
e acessivel para a utilizag8o no consultério odontolégico®!”.
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Fig.2 - Remogdo da placa subgengival.

Fig.4 - Umedecimento com agua destilada.

O problema para o periodontista clinico € a identificacdo
e/ou quantificagdo das bactérias periodontopatogénicas, den-
tre a variada a altamente complexa microbiota subgengival °.
Intimeros trabalhos foram realizados com o objetivo de avaliar a
atividade da placa bacteriana subgengival, através de métodos
enzimaticos, procurando correlacionar estes dados com critéri-
os indicadores de doenga do periodonto. Os primeiros estudos
com o teste enziméatico BANA utilizaram uma metodologia, cha-
mada de fase liquida que necessitava de procedimentos
laboratoriais e os resultados eram conhecidos apds 24 horas. O
inicio da utilizacdo do método enzimatico BANA fase liquida
ocorreu com a pesquisa realizada por LAUGHON et al.", em
1982. Os autores procuraram identificar o perfil enzimético de
trés grupos de microrganismos que poderiam estar envolvidos
na etiologia da doenga periodontal, a espécie Porphyromonas
(Bacteroides gingivalis) e o género Capnocytophaga e as
espiroquetas. Utilizaram um sistema chamado API ZYM, que é
um teste répido que utiliza um substrato cromogénico, um dos
quais o N-Benzoyl-DL-Arginine-2-Naphthylamide (BANA), para
determinar a atividade de 19 enzimas. Observaram a atividade
de uma enzima semelhante & tripsina, nas linhagens de
Bacteroides gingivalis, Treponema denticola € num grupo de
Capnocytophaga.

A presenga desta atividade enzimatica, sugeriu que esta
enzima poderia ser um determinante importante de viruléncia na
doenga periodontal, uma vez que, esta atividade proteolitica
pode ter um efeito direto no epitélio juncional da bolsa

periodontal, interferindo em mecanismos de adeso celular, ati-
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Fig.5 - Dobrando
o cartdo.

vagdo de colagenase latente e ativag3o da via alternativa de
fixagdo do complemento, causando a liberagdo de fatores
quimiotaticos para leucécitos polimorfonucleares *.

Esta metodologia de fase liquida foi utilizada recente-
mente por Grisi et al.’? (2001) que utilizaram-na por apresentar
alto valor para pesquisas, porém reconheceram que ¢ um méto-
do de dificil aplicagdo clinica no consultério. Através deste es-
tudo, demonstraram uma correlago significante entre o fndice
Gengival de LOE'(1967) e a metodologia do Teste BANA para
a detecgdo da atividades enzimdticas especificas de microrga-
nismos envolvidos na doenga periodontal. O Teste BANA pro-
vou ser de grande valor como método diagnéstico complemen-
tar associado ao exame clinico inicial, bem como, auxiliar para
clinicos gerais e periodontistas para uma avaliagdo mais efetiva
do tratamento e monitoramento durante as visitas de manuten-
¢éo.

Com o desenvolvimento das pesquisas, uma metodologia
chamada de fase sélida, foi desenvolvida com o intuito de pos-
sibilitar que a leitura dos resultados fosse realizada. A maioria
dos estudos recomendam uma temperatura de 55°C durante 15
minutos®*!1321.225 tornando-se prético e acessivel para o cli-
nico geral e ao periodontista®. Entretanto, LOESCHE et al.?°,
realizaram um estudo avaliando 3 protocolos de tempo/tempe-
ratura para o teste BANA (5 min./35°C; 5 min./55°C ¢ 15 min./
55°C), obtendo como resultado que a melhor performance utili-
zada foi o protocolo de incubagdo de 5 min./35°C. Este protoco-
lo proposto por LOESCHE et al.*° foi reproduzido nos estudos
de MORITA & WANG?*, MORITA & WANG?* e VINHOLIS et
al.

Em 1987, LOESCHE et al.", desenvolveram trabalho com
testes enzimaticos para a identificagdo da microbiota da placa
subgengival. Estes testes procuraram identificar trés grupos de
microrganismos que poderiam estar envolvidos na etiologia das
doengas periodontais, sendo eles a espécie Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola e Bacteroides forsythus. Estes
microrganismos produzem uma enzima que pode hidrolizar um
substrato sintético N-Benzoyl-DL-Arginine-2-Naphthylamide
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Fig.6 - Cartdo levado a unidade de aquecimento.

Fig.7 - Leitura
do cartéo.

(BANA), de cujareagéo € liberado B-Naphthylamide, que muda
de cor de amarelo claro a vermelho pela adigdo de uma gota de
Fast Garnet (corante), sendo a graduag@o dependente da sua
presenga e suas propor¢des na placa. Esta reagéo indica a pre-
senca de um ou mais destes microrganismos em condigdes de
anaerobiose, porém n#o identifica qual das trés espécies est4
presente. Investigando a aplicag@o dareagdo hidrélise do BANA
como meio de detecgdo das espiroquetas na placa subgengival,
observaram que entre as espécies, o T. denticola foi o microrga-
nismo mais comumente responsavel pela reagfo hidrélise do
Benzoyl-DL-Arginine-2-Naphthylamide (BANA), sendo o pri-
meiro destes substratos sugeridos como de utilidade no diag-
nostico da doenga periodontal.

O actmulo de espiroquetas na placa subgengival parece
estar associado a severidade clinica da doenga periodontal. Em
1988, LOESCHE' descreveu quatro espécies de espiroquetas:
T. denticola, T. socranskii, T. vicentii e T. pectinavarum, detecta-
das na microbiota subgengival e consideradas relacionadas com
a doenca periodontal. Pesquisas de microrganismos
periodontopatogénicos, baseadas em ensaios enzimaticos, mos-

traram que o T. denticola, P.gingivalis, B. forsythus e

431



Capnocytophaga sdo produtores de uma enzima, semelhante 2
tripsina. Neste caso as espiroquetas poderiam ser indicadoras
de doengas e poderiam ser facilmente monitoradas por exame de
microscopia , ou através da hidrolise do BANA.

O que parece ser unico ¢ a identificacdo das espécies
bacterianas que possuem a capacidade de hidrolizar o substrato
sintético BANA. Desta maneira, P.gingivalis, T. denticola e
B.forsythus sdo as tnicas espécies bacterianas dentro de ses-
senta espécies testadas que exibem forte e consistente ativida-
de de hidrélise do BANA de acordo com LOESCHE et al.?2.
Como estas espécies sdo freqiientemente associadas com
periodontite, a detec¢do destas enzimas pode servir como indi-
cador para a presen¢a destes microrganismos em amostras de
placa.

O teste enziméatico BANA preconizado por LOESCHE et
al."” e BRETZ, LOESCHE', foi utilizado por FONSECA et al !
para estudar a microbiota gengival de 66 criangas brasileiras de
ambos os sexos, com idade entre 5 e 10 anos. Os dados obtidos
mostraram que das 240 4reas estudadas, 43,63% das mesmas
sem sangramento € 50% com sangramento foram positivas para
o BANA. Baseados nos resultados, chegaram a conclusdo que
ndo ha correlagdo estatisticamente significante entre a
positividade aos testes BANA e dreas com e sem sangramento.
Entretanto, GRISI et al.”, efetuaram a reagdo de BANA com 229
amostras de placa colhida da bolsa periodontal de 16 pacientes,
com idade média de 40 anos e diagnéstico inicial de periodontite
crdnica, realizando a reag@o enzimatica preconizada por
LOESCHE et al."*e BRETZ, LOESCHE', e obtiveram analises
estatisticas iniciais, demonstrando correlagdo entre o aumento
da profundidade de sondagem e os resultados positivos da
reagdo de BANA. Relataram que a utilizagdo do Teste BANA
como indicador da andlise do grau de patologia periodontal e
como indicador da presenga de bactérias periodontopatogénicas
nas areas de sulco e da bolsa periodontal, somada as avaliagdes
clinicas e radiogréficas, pode contribuir significativamente para
o aprimoramento dos meios de diagnostico, tratamento e avali-
agdo de sucesso ou insucesso dos procedimentos terapéuticos
periodontais, assim como para avaliar grupos de risco e fases
de atividade e inatividade da doenga periodontal.

Damesma forma, GRISI etal.', realizaram um estudo para
avaliar a aplicabilidade do Teste BANA na pratica clinica
periodontal e determinar uma possivel correla¢do dos resulta-
dosdo teste com a profundidade de sondagem ou profundida-
de da bolsa periodontal em pacientes com diagnéstico inicial de
periodontite crénica, sendo que foi observado uma relagdo es-
tatisticamente significante entre aumento da profundidade da
bolsa e a positividade ao teste BANA.

Estudos anteriores demonstraram que a hidrolise do
BANA, deve servir como indicador de patologia periodontal.
Neste contexto, autores como BRETZ, LOESCHE', obtiveram
resultados indicando que a hidrélise do BANA néo foi encon-
trada na saliva e ocorreu com muito mais freqiiéncia na placa
subgengival do que na supragengival. Assim, as amostras de
placa subgengivais BANA-hidrolisadas é um teste adequado
para a detec¢do de espiroquetas. Os autores sugerem que o
teste BANA pode ser aplicado na Periodontia: a) para o diag-
nostico inicial, em conjung¢io com pardmetros clinicos, para es-
tabelecer a tatica de tratamento; b) para determinar se o trata-
mento inicial foi efetivo, ou se modalidades adicionais sdo ne-
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cessérias; c) em visitas de manutengdo, para determinar a ne-
cessidade de retratamento; e d) para predizer a possibilidade de
desenvolvimento de inflamag#o e de perdas periodontais futu-
ras. Os autores concluiram que o Teste BANA é de simples
realizagfo, de baixo custo e pode ser usado na clinica como
pardmetro para o diagnostico e monitorizagdo do nivel de
espiroquetas nas amostras de placa bacteriana subgengival,
capaz de causar alteragdes inflamatérias no tecido periodontal
em anaerobiose.

SMITH et al.*realizaram um trabalho com o objetivo de
investigar a aplicag@o clinica dos testes CHAIRSIDE (Periogard®)
para o fluido crevicular gengival, aspartato aminotransferase
(AST) e atividade de hidrélise da placa bacteriana pelo BANA
com a presenga de patogenos periodontais Porphyromonas
gingivalis(P.G) e Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a).
Nio houve relagdo significante entre a presenga de P.G e/ou A.a
com a hidrélise do BANA ou nivel de AST. Foi observado rela-
¢do significante entre a hidrélise do BANA e profundidade da
bolsa e entre hidrélise do AST e indice Gengival. Este estudo
falhou em demonstrar uma associagdo positiva entre a anélise
CHAIRSIDE® do nivel dos metabélitos do fluido crevicular e/
ou hidrélise do BANA com P.G e A.a. Entretanto, os metabdélitos
do fluido crevicular tiveram uma relagdo significante com sitios
periodontalmente doentes em pacientes com periodontite cro-
nica e puderam auxiliar nas observagdes clinicas.

Um estudo foi realizado por HIRSCH et al."* com o objeti-
vo de avaliar os resultados do teste BANA, observados no
cartdo Perioscan de 12 diferentes sitios de cada um dos 92 paci-
entes (grupo 1 -G1) em tratamento pré-ortodontico para raca,
idade e género. Adicionalmente, um estudo piloto foi executado
com 10 pacientes de outro grupo de pré-tratamento (grupo 2 —
G2) para avaliar variagdes longitudinais nos resultados do
BANA num intervalo superior a 4 meses. Quando niveis BANA
para G1 foram analisados para raga, género e idade, ndo foi
encontrada relagdo estatisticamente significante. Ja no G2, os
niveis bacteriol6gicos permaneceram constantes no periodo tes-
tado para Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e
Bacteroides forsythus.

A habilidade da placa subgengival em hidrolizar o BANA
e sua correlagdo com o indice CPITN foi verificada por GRISI et
al.!'. Dentre os 281 sitios investigados, 136 apresentavam CPITN
igual a 2 com um valor BANA positivo altamente significante
(107 sitios). Um CPITN igual a 3 também foi significativamente
BANA positivo (90 sitios). Estes resultados demonstraram cla-
ramente a relagdo entre CPITN e microrganismos anaerdébios
(BANA positivos).

Em outra pesquisa realizou-se um estudo utilizando tes-
tes microbioldgicos distintos, tais como: teste BANA para T.
denticola, P. gingivalis e B.forsythus e anticorpos policlonais
(ELISA) para Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a), bem
como a detecgdo de fungos no dgar SAB (Saboraud dextrose
agar) e de Entamoeba gingivalis pela técnica de Heidenhaim. O
risco para inflamagdo gengival severa e/ou profundidade de
bolsa aumentada estava de 1,5 a 5,2 vezes aumentado se um
resultado positivo para o teste BANA ou para A a. fosse detec-
tado num determinado sitio. Nenhuma associagdo foi verificada
para fungos e E. gingivalis

Um estudo foi realizado por MORITA & WANG?* com o
objetivo de identificar a correlagé@o entre o mau hélito, niveis de
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sulfeto de hidrogénio nas bolsas periodontzais ¢ o teste BANA,
além de reconhecer a interacdo entrs o mau halito, fatores
demograficos, camada superficial da lingua e condigéo
periodontal. O teste BANA foi utilizado para examinar amostras
de placa subgengival de 3 sitios e também da substédncia raspa-
da da porgdo superficial do dorso da lingua. Concluiram que o
nivel de sulfeto nas bolsas periodontais dos sitios representati-
vos com baixa a moderada perda ¢ssea, demonstraram uma
modesta associagdo com mau hélito, sendo que estes estavam
primariamente associados nos pacientes periodontais com o
saburro superficial da lingua e inflamag&o gengival.

Uma outra forma de utilizagdo do teste BANA (substrato
para enzimas proteoliticas) foi demonstrado por GARCIA et al.?
ao misturar bidpsias de dentina cariada para avaliar o efeito
clinico do efeito da clorexidina 10%. Os resultados mostraram
que os vernizes de clorexidina mediaram uma inibigdo significante
da atividade proteolitica presentes na dentina cariada.

Por outro lado, VINHOLIS et al. *' selecionaram sitios po-
sitivos ao teste BANA para avaliar o efeito da irrigagdo
subgengival com um gel de colageno de clorexidina em bolsas
periodontais como procedimento complementar & raspagem e
alisamento radicular(R.A.R.). Houve maior redu¢do a
positividade do BANA nos grupos tratados com R.A.R. e irri-
gagdo com gel de colageno e no que recebeu R.A.R. e irrigagdo
com gel colageno contendo 1% de clorexidina, podendo ser
considerado procedimentos complementares promissores a R.A.
R. na periodontite cronica.

Aindaem 2001, MORITA & WANG? examinaram a rela-
¢do entre o nivel de sulfeto de hidrogénio sulcular e a severida-
de da doenga periodontal, além de verificar a ligagdo entre o
sulfeto sulcular e o teste BANA. Concluiram que o nivel de
sulfeto sulcular pode ser um potente indicador para detectar a
severidade da doenga periodontal e identificar bactérias capa-
zes de hidrolizar o BANA.

3
L1

PROCEDIMENTO BACTERIOLOGICO

Para a realizac¢fio do procedimento bacterioldgico de utili-
zagdo do Teste BANA na fase solida (cartdo), (figura 1), primei-
ramente, uma amostra de placa subgengival dos sitios de inte-
resse deve ser colhida (figura 2), com auxilio de uma cureta
periodontal devidamente esterilizada e de tamanho adequado
(para ndo dilacerar o tecido). Apos a colheita, a amostra deve
ser depositada na tira de papel de filtro embebida com reativo N-
Benzoyl-DL-Arginine-2-Naphthylamide (BANA), localizada na
parte inferior do cartio PERIOSCAN (laboratério Oral-B,
Redwood, USA : atualmente disponivel pela Knowell,
Tecnologia Periodontal, Toronto, Canada®***'*°_ (figura 3).

O procedimento seguinte serd a ativagdo, por
umedecimento com agua destilada do corante negro de Evans,
localizado na parte superior do cartdo (figura 4). Dobrar o cartdo
de modo que as partes inferior e superior entrem em contato
(figura 5) e coloca-la na unidade de aquecimento, cuja tempera-
tura é de 55°C, durante 15 minutos *%'"13:212225 (fioura 6), reali-
zando-se em seguida a sua leitura (figura 7).

Quando o radical B-Naphthylamide ¢ liberado do reativo
de BANA, por agdo das enzimas da placa subgengival, ocorre a
sua difusdo para a parte superior do cartdo, onde reage com o
permanente azul-escuro (negro de Evans), resultando em colo-
ragdo azul.
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CONCLUSOES

1- O Teste BANA (Perioscan) pode ser utilizado por clini-
cos gerais e periodontistas, sendo de facil aplicagfo, de baixo
custo e com resultados rapidos no consultério.

2 - E um método alternativo para o diagnéstico da ativida-
de da doenga e monitoramento de pacientes periodontalmente
envolvidos, associado as avalia¢Ges clinicas e radiogréficas.

3 - E hidrolizado por uma enzima semelhante 4 tripsina que
¢ produzida por microrganismos anaerébios (Treponema
denticola, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus e
género Capnocytophaga), que sdo os principais responsaveis
pela progressdo e severidade das doengas periodontais, tendo
correlagdo com parametros clinicos de sangramento a sonda-
gem e profundidade clinica de sondagem.

RESUMO

Os autores apresentam uma revis@o bibliografica sobre o
Teste BANA, método enzimatico de diagnéstico complementar,
capaz de detectar uma infec¢do periodontal associada & presen-
¢a de alguns microrganismos periodontopatogénicos
anaerdbios (Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus,
Treponema denticola). Também relatam a aplicabilidade de sua
fase sélida (ou do cartdo) no consultério odontolégico e a con-
tribui¢do na Clinica de Periodontia para o diagnéstico e
monitoramento de pacientes periodontalmente envolvidos.

Unitermos: Teste BANA - Periodontia - Patdgenos
periodontais.

SUMMARY

The aim of this study was to review the literature in terms
fBANA Testreports, enzymatic test of complement diagnosis,
be able to detect a periodontal infection in association to the
esence of some anaerobic periodontophatogen
microorganisms (Porphyromonas gingivalis, Bacteroides
forsythus, Treponema denticola). Also report the application in
its solid phase (card) in the dental office and the contribution to
the diagnosis and monitoring of the patients with periodontal
disease.
Uniterms: BANA Test - Periodontology - Periodontal
pathogens.
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