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1 INTRODUCAO

Nas infeccbes dos molares deciduos as lesbes normalmente se
desenvolvem na furca, que ndo s6 poderia estar relacionado com a alta incidéncia
de canais acessérios na regido de furca (9), mas também com associacbes
especificas de bactérias que infectam esses sitios. No entanto, poucos estudos tém
sido realizados utilizando métodos moleculares para identificar a presenca de
bactérias anaerdbias em canais radiculares e na camara pulpar de dentes deciduos
necrosados (8,1).

O objetivo deste estudo foi detectar a presenca de Filifactor alocis,
Fusobacterium nucleatun, Parvimonas micra, Porphiromonas endodontalis, P.
gingivalis, Prevotela intermédia, P. Nigrescens, P. tannerae, Tanerella forsythia,
Treponema denticola e T. socranskii na camara pulpar (CP) e nos canais radiculares
(CR) dos dentes deciduos infectados, bem como comparar a incidéncia dessas
espécies nos dois ambientes e associar sinais e sintomas endodbnticos com
espécies especificas.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Quinze criangas entre 3 e 8 anos de idade com necrose pulpar foram
selecionados na Clinica de Odontopediatria (UFPel). As seqguintes informacdes
foram coletadas: idade, sexo, dor anterior, mobilidade dentaria, trato sinusal,
presenca de edema nos tecidos periodontais, periapicais / inter-radiculares
reabsorcao 6ssea, canais secos ou molhados, e odor. Criangcas que receberam
tratamento com antibidticos nos Ultimos 3 meses, apresentaram doencas sisté micas
e tratamentos endodénticos anteriores foram excluidas.

Procedimentos clinicos

Foi realizada anti-sepsia da cavidade bucal das criancas com glucanato
de clorexidina 0,12%. O dente envolvido recebeu polimento coronario com pedra-
pomes e foi isolado com um dique de borracha. As superficies de dente, a pinca, 0
dique de borracha e o arco foram desinfetados com swabs estéreis embebidos em
30% H,0,, seguido de NaOCI 2,5% por 30 segundos, e em seguida neutralizado
com uma solucdo de tiossulfato de sddio 5% (3). O tecido cariado foi removido e
desgaste compensatorio foi realizado com uma broca de aco inoxidavel Endo-Z
(Denstsply Maillefer, Ballaigues, Suigca), em alta rotacdo, sob irrigagcdo com solugéo
salina estéril.
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Coleta das amostras

As amostras foram coletadas da camara pulpar de cada dente da
sequinte forma: uma bolinha de algodao estéril umedecido em solucao fisiolégica
estéril foi inserida na camara pulpar e mantida em contato com o assoalho da
camara por 60 sequndos e, apos, foi transferida para um tubo vazio estéril 1,5ml
(Axygem, Union City, CA, EUA). Entdo a camara pulpar foi desinfetada com algodéao
embebido em solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5%, que foi inativado com
tiossulfato de sédio a 5%. Depois, trés pontas de papel absorvente estéreis foram
seguencialmente colocados em todo o comprimento do canal mais amplo (2) por 60
segundos e transferidas para um tubo vazio estéril 1,5ml (Axygen). As amostras
foram armazenadas a- 80 ° C.

Deteccao de espécies especificas

DNA bacteriano foi extraido com PureLink - Genomic DNA MiniKit
(Invitrogen - Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instrucfes do fabricante. Um
primer universal para bactérias FUE / EUR, direcionado para 16S-rRNA gene, foi
utiizado para verificar a presenca de DNA bacteriano nas amostras, e primers
especificos foram usados para a investigacao de determinadas espécies. PCR foram
realizadas com 1,5 mL de DNA extraido adicionado a mistura de reacao: 2,5 mL
tampao de reacao, primer encaminhar 0.75y I, primer reverso 0.75y 1, dNTP 0.5y | é,
1,25 mL MgClI2, 0,125 mL de Taq polimerase, e 17,625 agua milli-Q mL.

As condicdes de PCR foram: fase 1: 95 ° C por 2 minutos; fase 2,
composto por 36 ciclos de 3 etapas: etapa 1: 94 ° C por 30 sequndos; etapa 2:
Annealing; etapa 3: 72 ° C por 2 minutos; fase 3: 72 ° por 10 minutos; fase 4:
mantido a 4 ° C.PCR foi realizada em um termociclador (Familia Mastercycler -
Brasil Eppendorf). Controles positivos foram realizados com cepas-padréo e controle
negativo correspondeu a mistura de reacdo sem DNA. Os produtos de PCR foram
analisados por eletroforese em gel 1% agarose corados com GelRed (Biotium,
Hayward, CA, EUA) e visualizados num transiluminador com luz ultravioleta (Science
Maijor - Saratoga, CA, EUA). A deteccao positiva foi baseada na presenca de bandas
clara do tamanho molecular esperado usando uma escala de 50 bp DNA (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EUA).

A andlise estatistica foi feita através do teste de Fisher e os dados foram
digitados em uma planilha utilizando o SPSS para Windows (SPSS Inc, Chicago, IL,
EUA). O nivel de significancia foi de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

DNA bacteriano foi detectado em todas as amostras, como demonstrado
pela presenca de bandas detectaveis no gel de agarose, quando a cartilha
direcionada para o gene 16S rRNA foi usada. As espécies mais frequentemente
detectadas no PC foram P. niarescens (12/15), P. ainaivalis (11/15) e F. alocis
(11/15). P. e T. denticola micra foram encontrados em 2 e T. forsvthia foi encontrado
em uma amostra de PC. As espécies F. nucleatum, T. socranskii, P. e P. tannerae
endodontalis ndo foram detectadas. As espécies mais freauentemente detectada em
RC foram P. gingivalis (15/15) e P. nigrescens (14/15). P. tannerae, P. e T. denticola
micra foram encontrados em seis amostras de RC, T. forsythia foi encontrado em
quatro amostras, F. alocis em 2 e P. intermedia em 1, das 15 amostras RC. A
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espécie F. nucleatum, T. socranskii e P. endodontalis ndo foram detectados em
amostras de RC.

Em geral, as espécies mais foram detectadas nos canais radiculares
(média 3,6) do que na camara pulpar (média 2,7). O maior nUmero de espécies
encontradas num mesmo dente foi 7 e todos os dentes apresentaram pelo menos
uma das espécies-alvo, seja na PC ou no RC. A presenca concomitante de espécies
microbianas na CP e no CR ocorreu em alauns casos. No entanto, apenas a
presenca simultanea de P. nigrescens na PC e no RC foi estatisticamente associada
(p =0,04).

A presenca simultanea de P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola,
formando o 'Complexo Red' (6), ndo foi encontrada na CP de todos os dentes, mas
foi encontrada no RC em 3 casos.

Os géneros mais comumente isolados nas infeccbes endodonticas
incluem anaerébios pigmentados de neqgro (7). No presente estudo, P. gingivalis foi
detectado em todos os canais radiculares dos dentes deciduos investioados e
espécies como P. nigrescens e P. tannerae foram também altamente detectados.

Os cocos aram-positivos mais comumente isolados de canais radiculares
de dentes deciduos incluem Peptostreptococcus spp (10). O presente estudo
constatou a presenca de P. micra em 40% dos canais radiculares e Ruvieri et al. (4)
detectaram P. micra em 26% dos casos. A presente pesquisa hao encontrou
associacao entre espécies especificas e sinais e sintomas endodoénticos.

PCR representa um método sensivel, rapido e acessivel para o estudo de
bactérias endodénticas (5). Mesmo que este método ndo permita uma analise
microbiana ampla. com base nos resultados deste estudo, € possivel especular aue
a PC e o RC apresentam diferentes perfis microbianos, pois apenas P. nigrescens
foi associado a ambos os ambientes. Além disso, 0os anaerébios investigados
tiveram maior incidéncia nos canais radiculares do que na camara pulpar,
possivelmente devido a fatores como a diminuicado gradual da tensdo de oxigénio em
canais radiculares, necessidades nutricionais dos microorganismos € 0 processo de
sucessao da flora de bactérias sacaroliticas na camara pulpar para uma flora mais
proteolitica nos canais radiculares.

Nenhuma associacao estatistica entre as espécies especfficas e a
presenca de areas radiollcidas inter-radiculares foi encontrada no presente estudo.

4 CONCLUSAO

Os resultados sugerem uma grande heterogeneidade entre as amostras
de PC e RC em dentes deciduos. Anaerébios estritos foram frequentemente
detectados em amostras de PC e RC. Espécies anaerObias especificas nao
puderam ser associadas a lesdes inter-radiculares radiollcidas e sinais de infeccéo
e outros sintomas.
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