UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

NAELKA SARMENTO

COMUNIDADES E FATORES DE VIRULENCIA
BACTERIANOS NA CAVIDADE BUCAL DE
PACIENTES INFANTIS COM INFECCOES
ENDODONTICAS EM DENTES DECIDUOS

Porto Alegre
2017



Naelka Sarmento

COMUNIDADES E FATORES DE VIRULENCIA BACTERIANOS NA
CAVIDADE BUCAL DE PACIENTES INFANTIS COM INFECCOES
ENDODONTICAS EM DENTES DECIDUOS

Tese apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo em
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
como requisito parcial para obtencao do titulo de Doutor em
Odontologia, éarea de concentracdo em  Clinica
Odontolégica/Endodontia.

Linha de Pesquisa: Epidemiologia, Etiopatogenia e
Repercussao das Doencas da Cavidade Bucal e Estruturas
Anexas

Orientador: Prof. Dr. Francisco Montagner.

Porto Alegre
2017



CIP - Catalogagéo na Publicagéo

Sarmento, Naelka

Comunidades e fatores de viruléncia bacterianos
na cavidade bucal de pacientes infantis com infeccdes
endoddédnticas em dentes deciduos / Naelka Sarmento. --
2017.

107 f.

Orientador: Francisco Montagner.

Tese (Doutorado) —-- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Odontologia, Programa de
Pés-Graduagédo em Odontologia, Porto Alegre, BR-RS,
2017.

1. Cavidade bucal. 2. Dentes deciduos. 3. Infecgdo
endodébntica. 4. Revisdo sistemdtica. 5. Métodos
moleculares de diagndstico. I. Montagner, Francisco,
orient. TII. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragéo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Naelka Sarmento

COMUNIDADES E FATORES DE VIRULENCIA BACTERIANOS NA
CAVIDADE BUCAL DE PACIENTES INFANTIS COM INFECCOES
ENDODONTICAS EM DENTES DECIDUOS

Banca de avaliacao:

Tese apresentada ao Programa de POs-Graduacdo em
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
como requisito parcial para obtencéo do titulo de Doutor em
Odontologia, area de concentracdo em Clinica
Odontolégica/Endodontia.

Linha de Pesquisa: Epidemiologia, Etiopatogenia e
Repercussao das Doencas da Cavidade Bucal e Estruturas
Anexas

Orientador: Prof. Dr. Francisco Montagner.

Prof. Dr. Francisco Montagner — Orientador

Profa. Dra. Patricia Maria Poli Kopper Mora (UFRGS)

Profa. Dra. Mariane Carvalho Araujo (UFSC)

Prof. Dr. André Luiz Tannus Dutra (UEA)

Profa. Dra. Mércia da Silva Schmitz (UFSM) (Suplente)



~

Dedico esta tese a minha mae Sizoleide, & minha Vo

Conceigcdo (in memorian) e ao meu Vo6 Alberto (in
memorian), grandes amores da minha vida, pelo amor e
incentivo incondicional.



AGRADECIMENTOS

A Deus e a Nossa Senhora, por sua infinita misericérdia que me sustenta todos os dias

da minha vida.

A minha méae Sizoleide Ribeiro Sarmento, obrigada por todo teu amor, apoio, doacéo e
rendncias suas para que eu tivesse a oportunidade de chegar até aqui. Perdoe-me a

auséncia mesmo estando perto.

Ao amigo Diego Cordeiro, minha sincera gratiddo a vocé que ndo mediu esforgcos em
me ajudar a realizar as coletas deste estudo. Vocé foi a racionalidade, as méos e a voz

ativa que eu precisei.

A minha amiga-irma Ana LUcia Diefenbach (Baby), obrigada por estar comigo em mais

esta jornada e fazé-la mais engracada, humana e suave.

Ao meu orientador Prof. Dr. Francisco Montagner (Chico), obrigada pela oportunidade

de aprender contigo, pelos ensinamentos cientificos, por ser exemplo na docéncia e

acima de tudo por sua amizade.

Aos amigos Cintia Oda Carvalhal e Jonas Alves de Oliveira, os primeiros a me
incentivarem a enfrentar este doutorado. Obrigada pelo “empurrdo”; vocés sao grandes

exemplos.

Aos amigos Vanessa, Edson e ao querido Levi Braga, obrigada pelo cuidado e acolhida

afetuosa em Porto Alegre. O carinho de vocés foi peca fundamental para amenizar a

distancia de casa.

A amiga Tandra Peixoto, obrigada por sua amizade, torcida pelas minhas conquistas e

pelo ombro amigo quando necessario.

As minhas tias Vera Sarmento, Luiza Sarmento e Sizonete Sarmento, obrigada pelo

incentivo e oracoes.



A minha irma Josiane da Silva Gomes, obrigada pelo sobrinho lindo Luiz Miguel

Hashimoto que veio para alegrar nossas vidas.

Aos colegas da Disciplina de Odontopediatria do Curso de Odontologia da
Universidade do Estado do Amazonas André Luiz Tannus Dutra, Ana Patricia
Pereira, Cintia Oda Carvalhal, Gimol Benchimol de Resende Prestes, Iria de Fatima
Dutra, Mauricio Bacarin, obrigada pelo apoio e compreenséo durante os periodos de

auséncia.

A Coordenagdo do Curso de Odontologia da Universidade do Estado do Amazonas

obrigada pelo apoio ao meu crescimento cientifico e profissional.

Aos amigos Celso Tin6co, José Onofre, Juliana Figueiredo, Luciana Alencar, Marcia
Rachel e Savio Albuquerque (Patologicos) obrigados pelos anos de amizade e por

serem alegria em minha vida.

A profa. Dra. Maria Beatriz Cardoso Ferreira, obrigada por estar sempre disponivel em

ajudar e a compartilhar seu conhecimento.

Ao prof. Dr. Luciano Casagrande, obrigada pela acolhida calorosa e a disponibilidade

em colaborar com o desenvolvimento deste trabalho.

A colega Pauline Mastella Lang, minha gratiddo a vocé que sempre esteve disposta

em ajudar mesmo diante das atribulacdes do seu dia-a-dia.

Aos amigos Marcio Basso e Rosana Bonamigo, obrigada pela acolhida e carinho com

gue me receberam em Porto Alegre.

As queridas Leticia Marconatto e Adriana Giongo Borges, pela estimavel colaborago
na elaboracdo deste trabalho e princiaplamente pela forma acolhedora com que me

receberam. Meu muito obrigada.

A bibliotecaria Ida Rossi, da Biblioteca Malvina Vianna Rosa da FO/UFRGS, pelo

empenho e colaboracdo na busca de manuscritos utilizados na revisao sistematica.


https://www.jusbrasil.com.br/topicos/84996897/gimol-benchimol-de-resende-prestes

Aos queridos Paula Barcellos da Silva e Otavio Sposito, Bah!!!, Como foi bom
encontra-los durante este doutorado. Obrigada pelos bons momentos de descontracao

e pelo carinho com que me receberam.

Aos colegas de Laboratério de Endodontia da UFRGS (LabEndo), Ludmila Coutinho
Moraes, Jalia lglesias, Karen Barea de Paula, Débora Delai, Ramiro, Quintana,
Alexander P. Jardinne, Daiana Boijink Felipe Barroso Matoso, Luciana Luz e Camila

Grock, obrigada pelo convivio afetuoso.

Aos colegas do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia da UFRGS (LABIM), Luisa

Mercado e Ariel Rup, obrigada pela disposicdo em ajudar e pelo convivio

harmoniosos.

Ao programa de PoOs-Graduacdo em Odontologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), em especial ao Prof. Dr. Cassiano Kuchenbecker Rosing pela

oportunidade de fazer parte deste Programa de Pos-Graduacéo.

Aos professores da disciplina de Endodontia da UFRGS, Prof. Dr. Regis Burmeister
dos Santos, Prof. Dr. Jodo Ferlini, Profa. Dra. Patricia Kopper, Profa. Dra. Fabiana
Soares Grecca, Profa. Dra. Roberta Kochenborge Scarparo, Prof. Dr. Marcus Vinicus
Reis SO, Profa. Dra. Renata Grazziotin, Prof. Dr Tiago André Fontoura de Mello,

Prof. Dr. Ricardo Abreu da Rosa, Profa. Dra. Simone Bonato Luisi, obrigada pelo

convivio e ensinamentos.



“Ndo ¢ o quanto fazemos, mas quanto amor
colocamos naquilo que fazemos. Nao é o

quanto damos, mas quanto amor colocamos em

dar”.

Madre Teresa de Calcuta

RESUMO



A presente tese teve como objetivo realizar a descricdo dos microrganismos que ja
foram isolados ou detectados em infeccbes endodénticas de dentes deciduos em
pacientes infantis por meio de uma revisao sistematica, além de avaliar a composicéo
bacteriana e a presenca de genes de resisténcia a antibidticos em amostras de saliva
(S), biofilme supragengival (SB), dentina (D) e camara pulpar (RC) de dentes deciduos
com infec¢Bes endododnticas. No Capitulo 1, realizou-se revisdo sistematica em bancos
de dados eletrbnicos, tendo sido incluidos estudos clinicos que avaliaram presenca de
microrganismos em dentes deciduos com infeccfes endodonticas, por meio de analise
microbiologica com cultivo ou de métodos moleculares. Foi realizada analise descritiva
dos dados. A andlise identificou 44 titulos, sendo revisados, na integra, 17 artigos.
Foram selecionados 8 estudos clinicos, de acordo com os critérios de inclusdo
determinados. Por meio de busca manual, foram selecionados 2 artigos adicionais,
totalizando 11 artigos excluidos desta revisdo. Nos oito estudos clinicos incluidos na
revisdo sistematica, a identificacdo dos microrganismos envolvidos nas infeccdes
endodobnticas foi realizada por meio de varias técnicas como: cultura microbiologica,
hibridizacdo DNA-DNA, PCR e suas variagbes, clonagem, sequenciamento e
pirossequenciamento, confirmando a diversidade de microrganismos envolvidos nas
infeccbes endodobnticas de dentes deciduos. A andalise dos dados sugere que as
infeccbes endodobnticas em dentes deciduos séo causadas por multiplas combinacfes
de espécies de micro-organismos, confirmando a sua natureza polibacteriana. No
Capitulo 2, amostras de S, SB, D e RC foram coletadas de pacientes infantis com
infeccbes endododnticas. O perfil das comunidades microbianas foram obtidos por meio
da andlise da regido espacadora intergénica relacionada aos genes 16S e 23S rRNA
(PCR-RISA). Determinaram-se e indices de riqueza, dominancia, indice de Shannon,
indice de Chao-1 (alfa-diversidade) e analise multivariada de conglomerados (método
UPGMA e indice de Similaridade de Bray-Curtis) e analise de coordenadas principais
(PCoA) (beta-diversidade). H4 um baixo grau de agrupamento entre as amostras de S,
BS, D e RC, obtidas de um mesmo participante. Se presentes, 0s agrupamentos
acontecem para sitios contiguos, mas com baixo percentual de similaridade. Amostras
de um mesmo ecossistema obtidas de diferentes participantes abrigam comunidades
bacterianas distintas, com baixa similaridade. Ndo parece haver uma relacdo entre a
presenca de um sinal/sintoma clinico e acréscimo no perfil de similaridade das
comunidades bacterianas em RC. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os indices de alfa-diversidade (riqueza, dominancia, Shannon e
Chao-1) entre S, SB, D e RC. O uso prévio de antibiéticos ndo modificou os resultados
de alfa diversidade ou de beta diversidade obtidos. No Capitulo 3, verificou-se a
distribuicdo dos genes de resisténcia bacteriana aos principais grupos de antibiéticos
em S, SB, D, e RC dentes deciduos em pacientes infantis com infecc6es endodonticas
e também de amostras de saliva dos responsaveis (R) por meio de PCR para 0s genes
cfxAlcfxA2, blaTEM, blaz, ampC, mecA, mefA, ermB, ermC, tetQ, tetM, tetw, linB, IsaB.
Realizou-se analise estatistica descritiva e analise multivariada de conglomerados
(método UPGMA e indice de Similaridade de Bray-Curtis). Dos pacientes selecionados,
3/8 utilizaram antibiético previamente a coleta. Nenhum gene de resisténcia foi
observado em todos os ecossistemas de um mesmo participante. Os genes mais
frequentemente detectados foram os genes de resisténcia a tetraciclina tetQ e tetW.



N&o foram detectados nas amostras 0os genes ampC, mecA, InuB e IsaB. A presenca
simultdnea de um gene em dois nichos ocorre em ecossistemas contiguos. Nao se
observa um comportamento uniforme quanto ao perfil de agrupamento de diferentes
amostras de um mesmo participante, e nem entre as amostras de saliva do participante
infantil (S) e seu responséavel (R). Ha multiplos perfis de distribuicdo de genes de
resisténcia a agentes antimicrobianos em amostras de ecossistemas bucais contiguos
em um mesmo paciente portador de infeccdo endodbntica. A analise conjunta dos
dados permite concluir que cada um dos ecossistemas da cavidade bucal de criancas
portadoras de infecgcbes endodbnticas avaliado apresenta espécies bacterianas e
fatores de viruléncia distribuidos de forma Unica e distintas, a partir de uma perspectiva
de analise de diversidade.

Palavras-chave: boca, saliva, dentes deciduos, cavidade pulpar, revisdo sistematica,
bactéria, reacdo em cadeia da polimerase, resisténcia a medicamentos, ecologia
microbiana, diversidade, analise por conglomerados.



ABSTRACT

This thesis aimed assessing information on the bacteria that were isolated/detected in
teeth with endodontic infections from infant patients through a sistematic review of the
literature. Furthermore, the bacterial composition and the presence of resistance genes
to antimicrobial agents was determined in saliva (S), in supragengival biofilm (SB), in
dentine (D) and in pulp cavity (RC) samples. In the Chapter 1, a sistematic review was
conducted in electronic databasis. Clinical studies that evaluated the presence of
microorganims in primary teeth with endodontic infections through culture and molecular
methods were included. Fourty-four titles were selected and 17 articles were fully
revised. Eight clinical studies were selected for data extraction. Two articles were
included following the hand search. According to the data analysis, microbial
identification was performed by culture, DNA-DNA hybridization, PCR, cloning and
sequencing and next-generation sequencing methods. A high diversity in the microbial
components identificated/detected was reported. Endodontic infections in primary teeth
are polymicrobial, with a multi-species consortia. In the Chapter 2, the S, SB, D and RC
samples were collected from infanti patients with endodontic infections. The ribossomal
intergenic spacer analysis (PCR-RISA) for the 16S-23S rRNA genes interspacer region
was employed to determine the bacterial fingerprint for each sample. Metrics for alfa
and beta diversity were employed, such as richness, dominance, Shannon Index, Chao-
1 Index, cluster analysis (UPGMA, Bray-Curtis Index) and principal coordenate analysis
(PCoA). There was a low grouping profile for shared samples of S, BS, D and RC from
the same participant. When detected, clustering behavior was observed for contiguous
sites, with low percentual of similarity between them. Samples from the same site but
from different subjects harboured distinct bacterial communities, with low similarity. No
clinical sign/symptom was detected as a grouping factor for RC sample from different
subjects. No statistical difference was detected for the alfa-diversity indexes among S,
SB, D and RC. The previous exposition to antimicrobial agentes has no effect over the
alfa- and beta-diversity indexes. In the Chapter 3, the distribution of bacterial genes for
antimicrobial resistance in S, SB, D and RC was determined in samples from children
with endodontic infections and their relatives (R) by PCR. The presence of the genes
cfxAlcfxA2, blaTEM, blaz, ampC, mecA, mefA, ermB, ermC, tetQ, tetM, tetw, linB, and
IsaB was detecte in the samples. Descriptive statistical analysis and multivariate anlysis
(cluster analyisis, UPGMA and Bray-Curtis similarity index) were carried out. Three out
of 8 patients had antimicrobial agents previously to the apointment. No resistance gene
was shared by all envirnments in the same participant. The most frequently detected
genes were tetQ and tetW. The genes ampC, mecA, InuB, and IsaB were not detected
in any the samples. The same gene was detected only in two contiguous niches.
Clustering analysis revealed no grouping pattern among the samples, despite they were
or not from the same participant or his/her relative. Multiple profiles of resistance genes
distribution were detected in the oral cavity samples from infant participants. The oral
cavity in children with endodontic infection is a complex environment that harbours
unique bacterial communities profiles and a distinct distribution of resitance genes to
antimicrobial agents, considering an ecological perspective.



Key-words: mouth, saliva, primary teeth, pulp cavity, sistematic review, bacteria,
polymerase chain reaction, drug resistance, microbial ecology, diversity, cluster
analysis.
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INTRODUCAO

Sabe-se que microbioma bucal € heterogéneo uma vez que abriga uma
comunidade microbiana composta por multiplas espécies de bactérias, fungos, virus e
archaea, que se organizam sobre a mucosa e a superficie dental na forma de um
biofilme (ZAURA et al.., 2009). A colonizacdo da cavidade bucal se da precocemente,
logo ao nascimento, especialmente por meio das interacdes materno-infantis (DRELL
et al.., 2017). A cavidade bucal apresenta os maiores niveis e diversidade de
microrganismos dentre todos o0s sitios do corpo humano, devido a suas caracteristicas
anatomo-fisioldgicas (DEWHIRST et al.., 2010). Em individuos saudaveis, criancas e
adultos, ela abriga um ndcleo comum e estavel de espécies dominantes e um nucleo
unico em cada paciente composto por membros pouco frequentes (HALL et al.., 2017;
XU et al.., 2015; ZAURA et al.., 2009).

Os biofilmes se originam da adesé&o de colonizadores iniciais a uma pelicula
gue se forma sobre o tecido duro do dente ou sobre a mucosa bucal, seguido da
incorporacdo, multiplicacdo e integracdo de colonizadores secundarios
(KOLENBRANDER, 2011). Fatores ambientais como alteracbes na dieta podem
promover flutuacdes na composicdo do microbioma bucal e em biofilmes associados
(ADLER et al.., 2013). Assim, podem ocorrer frequentes alteracbes de pH que
propiciam a desmineralizacdo das superficies dentarias, originando lesdes de carie
tanto em dentes deciduos quanto em dentes permanentes (WU et al..,, 2015). A
interacdo de fatores microbianos, genéticos, imunoldgicos, comportamentais e
ambientais, contribuem para o seu inicio e desenvolvimento (TAKAHASHI; NYVAD,
2008). Quando a progressao da carie ndo € controlada por métodos quimicos e
mecanicos associados a medidas de promocao de salude, ocorrem alteracbes pulpares
irreversiveis, que levam a necrose (BRAGA et al.., 2010; BRUSTOLIN et al.., 2017). Os
microrganismos presentes na dentina infectada atingem a camara pulpar e colonizam o
sistema de canais radiculares, promovendo alteracfes na area de furca e do periapice
dos dentes deciduos (GOMES et al.., 2013; PAZELLI et al.., 2003).
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O microbioma bucal pode funcionar como um reservatério para varios genes
de resisténcia a antibioticos, incluindo aqueles que codificam resisténcia a classes de
antibidticos de uso comum, por exemplo, beta-lactamicos, tetraciclinas e macrolideos
(MORAES et al.., 2015). O paciente infantil parece experienciar vérios ciclos de uso de
antibidticos, pois estudos demonstram uma frequéncia elevada de prescricdes para
esta faixa etaria (AABENHUS et al.., 2017), tanto para situacdes de profilaxia ou para
tratamento de infecgdes, especialmente relacionadas ao trato respiratorio inferior (DE
LUCA et al.., 2016). De acordo com a Academia Americana de Odontopediatria (2006)
antibidticos estdo indicados especialmente para o tratamento de infec¢bes dentais nas
guais os pacientes apresentam aumento de volume, em conjunto com outras medidas
para controle da infeccdo, tais como tratamento endoddntico ou extracdo dental
(AMERICAN ACADEMY ON PEDIATRIC DENTISTRY COUNCIL ON CLINICAL
AFFAIRS, 2008). Achados prévios da literatura sugerem que o efeito da utilizacdo de
agentes antimicrobianos sistémicos no microbioma da cavidade bucal € transitorio
(ZAURA et al.., 2015), porém néo ha definicdo quanto ao efeito destas alteragcdes na
presenca e expressao dos fatores de viruléncia bacterianos relacionados ao

desenvolvimento de resisténcia.

Embora estudos prévios da literatura descrevam a composi¢cdo microbiana
na cavidade bucal de pacientes infantis e em sitios associados a patologias, é
necessario compreender como se da a distribuicio dos microrganismos e a
similaridade nos ecossistemas relacionados da saliva, biofiome supragengival, dentina
e canal radicular de dentes deciduos portadores de infec¢cdes endodbnticas. Da mesma
forma, a analise de fatores de viruléncia relacionados a resisténcia a agentes
antimicrobianos permite identificar e caracterizar o potencial de patogenicidade dos

microrganismos presentes na cavidade bucal e nos canais radiculares.
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CAPITULO 1

Caracterizagdo da comunidade microbiana em infec¢gdes endoddnticas em dentes
deciduos: revisdo sistemética da literatura.
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Resumo

ANTECEDENTES - As lesdes de cérie em dentes deciduos, quando nao tratadas
adequadamente, podem evoluir para a necrose pulpar, ocorrendo a proliferacédo de
micro-organismos em todo o sistema de canais radiculares.

HIPOTESE — A composicdo das comunidades microbianas em canais radiculares de
dentes deciduos é polimicrobiana.

DELINEAMENTO - Realizou-se revisdo sistematica em bancos de dados eletrénicos,
tendo sido incluidos estudos clinicos que avaliaram presenga de microrganismos em
dentes deciduos com infec¢cdes endodénticas, por meio de andlise microbiol6gica com
cultivo ou de métodos moleculares. Dados relativos ao grupo de pesquisa, localizacao
geografica, fonte de amostra, nimero de participantes e métodos de identificacdo das
amostras, foram coletados. Foi realizada analise descritiva dos dados.

RESULTADOS — A anédlise identificou 44 titulos, sendo revisados, na integra, 17
artigos. Foram selecionados 8 estudos clinicos, de acordo com os critérios de inclusao
determinados anteriormente para esta revisédo sistematica. Por meio de busca manual,
foram selecionados 2 artigos adicionais, totalizando 11 artigos excluidos desta revisao.
Nos oito estudos clinicos incluidos na revisdo sistematica, a identificacdo dos
microrganismos envolvidos nas infec¢cdes endodonticas foi realizada por meio de varias
técnicas como: cultura microbiologica, hibridizacdo DNA-DNA, PCR e suas variacoes,
clonagem, sequenciamento e pirossequenciamento, confirmando a diversidade de
microrganismos envolvidos nas infeccfes endodonticas de dentes deciduos.
CONCLUSOES - Esta revisdo sistematica sugere que as infeccdes endoddnticas em
dentes deciduos sdo causadas por multiplas combinacdes de espécies de micro-
organismos, confirmando a sua natureza polibacteriana. Métodos que permitem a
ampla caracterizacdo microbiana devem ser empregados com o intuito de permitir a
caracterizacao extensa desta microbiota, sem que as analises sejam voltadas para um

grupo especifico de microrganismos.

Palavras-chave: bactéria, dentes deciduos, cavidade pulpar, revisdo-sistematica.
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Introducéo

As lesbes cariosas profundas sao o principal motivo de tratamento
endododntico em dentes deciduos posteriores, que apresentam necrose pulpar
associada ou ndo ao envolvimento periapical/furca (1). Embora a promoc¢éo de saude
seja um enfoque da Odontologia Contemporéanea, as alteracdes da polpa em dentes
deciduos ainda sdo muito frequentes. (2). A necrose do tecido pulpar geralmente é
iniciada por carie e / ou trauma, é uma das causas mais comuns de dor e esta

associada a incapacidade funcional entre pacientes infantis. (3).

A colonizagcdo da cavidade oral comeca ao nascimento, sendo que
inicialmente a microbiota oral é relativamente simples na sua composi¢ao, podendo vir
a receber, microrganismos exdgenos de diferentes fontes. Logo, diversas comunidades
microbianas sado encontradas na superficie dentaria, sulco gengival e mucosa (4). O
biofilme dental cariogénico nas superficies oclusais dos dentes deciduos esta
associado a lesdes de carie ativa que, por sua vez, se ndo forem adequadamente
tratadas, irdo evoluir e poderao levar ao comprometimento irreversivel da polpa e a sua

necrose, podendo causar sequelas no germe dos dentes permanentes. (5).

Diversas técnicas podem ser empregadas para a identificacdo dos
microrganismos presentes em infec¢des orais, podendo envolver cultivo microbiano ou
estudo de sequéncias de &acidos nucléicos. As técnicas de cultura microbiolégica
inicialmente foram empregadas para a identificacdo da microbiotas das infeccbes
endodoénticas. Entretanto, este reconhecimento parece ser restrito, pelo fato destas
técnicas terem acuracia reduzida para microrganismos incultivaveis e exigentes. Isto
justifica 0 emprego de técnicas de biologia molecular, pois sdo técnicas rapidas,
especificas e sensiveis para a identificacdo desses microrganismos de cultivo mais

complexo (6-8).

A obtencdo e o processamento laboratorial de amostras clinicas de
infeccbes endoddnticas envolvem técnicas e procedimentos criticos, que fornecem

dados importantes quanto a composicao das infec¢des presentes no sistema de canais
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radiculares. Tradicionalmente, os métodos de cultura microbiana foram empregados
para o isolamento e caracterizagdo dos microrganismos presentes em infeccbes
endodonticas (9-11). Porém, a introducdo de métodos moleculares de diagndstico
permitiu identificar bactérias de dificil cultivo e ainda ndo cultivaveis, além de uma
ampla caracterizagdo das comunidades microbianas (12,13).

O objetivo desta revisdo sistematica foi caracterizar a composicao
microbiana de infec¢cdes endododnticas de dentes deciduos. A estratégia de busca foi
formulada para responder a questdo PICD (populacdo, intervencdo, comparacado e
desfecho) (1), a partir da definicdo de critérios de inclusdo e exclusao. A questao foi
estabelecida como: “Qual a populagdo de microrganismos identificados ou detectados

em infec¢cdes endoddnticas presentes em criancas com até 10 anos de idade?”.

Material e Métodos

A revisdo sistematica foi realizada obedecendo aos critérios do PRISMA
(Prefered Reported Items Systematic Review and Meta-Analysis) (14); em que foram
incluidos estudos clinicos que avaliaram a presenca de microrganismos em dentes
deciduos com infec¢Bes endoddnticas. Assim, a questdao PICO envolveu os seguintes

aspectos:

= Populagéo: Criancas até 10 anos de idade;

= Intervencao: Presenca de infec¢cdes endoddnticas em um ou mais dentes;

= Comparacdo: Ausente, por terem sido analisados estudos clinicos
observacionais;

= Desfecho: identificacdo ou deteccdo de microrganismos.

A Figura 1 descreve a estratégia de busca adotada no estudo. A pesquisa
incluiu artigos publicados de janeiro de 2006 até janeiro de 2017. Os termos foram
pesquisados por dois pesquisadores de forma independente (NS e PML), em varias

combinac¢des, nas seguintes bases de dados eletrénicas: Medline (PubMed), Embase,
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Web of Science, Scopus, Cochrane Library e Bireme. Nenhuma restricdo quanto ao
idioma foi aplicada.

(tw:(endodontic infection)) OR (tw:(root canal infection)) OR (tw:(endodontic infections)) OR (tw:(root
canal infections)) AND (tw:(bacteria)) OR (tw:(microorganism)) OR (tw:(microorganisms)) OR
(tw:(pathogen)) OR (tw:(pathogens)) AND (tw:(tooth, deciduous)) OR (tw:(primary teeth))

Figura 1. Estratégia de busca adotada para a revisdo sistematica, apresentando as
palavras-chave MeSH e os termos de busca para a investigagdo de microrganismos

presentes em dentes deciduos com infec¢des endodonticas.

Apos analise dos titulos e dos resumos o0s textos completos foram revisados,
com base nos seguintes critérios de inclusdo: estudos clinicos que avaliaram a
presenca de microrganismos em dentes deciduos com infecgbes endodobnticas
utilizando o método de cultivo ou métodos moleculares. Os critérios de excluséo foram:
(1) auséncia de especificacéo a respeito do quadro clinico — se a infeccdo era primaria
ou tratava-se de insucesso de tratamento endoddntico anterior; (2) auséncia de
informacé&o sobre a idade do paciente ou (3) analise de dados de criancas com mais de
10 anos de idade; (4) coleta de amostras de canal radicular expostos ao meio bucal; (5)
auséncia de classificacdo das bactérias em filo, género ou espécie ou (6) avaliacao de
somente uma espécie. Foi realizada uma busca “manual” das referéncias mencionadas
nos artigos selecionados. A revisdo dos artigos foi feita por dois revisores (NS e PML).
Os dados foram tabulados em planilha de Microsoft Excel ®.

Registraram-se dados referentes a grupo de pesquisa, local onde a pesquisa
foi realizada a coleta de material para analise, nimero da amostra, métodos usados
para a identificacdo dos microrganismos e microrganismos identificados em cada
estudo. Devido as diferencas metodoldgicas entre os trabalhos, néo foi possivel realizar

uma meta-analise. Conduziu-se, entdo, uma analise descritiva de dados.
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Resultados

Analisando todas as bases de dados e ap6s exclusdo das duplicatas, foram
identificados 44 titulos: 13 na base Pubmed, 4 em Web of Science, 14 em Scopus, 10
em Embase, 2 na Bireme e nenhum na base Cochrane. Apés avaliacdo dos titulos,
realizou-se a andlise, na integra, de 17 estudos (Fig. 2). Foi realizada busca manual
nas referéncias destes artigos, sendo encontradas 2 publicacbes adicionais. Das 19
publicacbes analisadas, oito foram selecionadas, por atenderem aos critérios de

inclusdo determinados previamente.

Na Tabela 1, estao listados os 11 artigos ndo incluidos na revisao, assim como

0S motivos para a sua exclusao.

Na Tabela 2, aparecem os 8 artigos selecionados. Estes foram publicados em
diferentes periodos de tempo (de 2006 a 2017), e as amostras foram coletadas em
Brasil, Turquia, Coreia e México. Todos os trabalhos selecionados relataram prévia
aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa, e, em nenhuma das pesquisas, foram
descritos métodos de determinacdo de tamanho amostral. Em relacdo a este ultimo
aspecto, o numero de participantes oscilou entre 10 e 35. Em relacdo ao numero de

dentes avaliados, o valor oscilou entre 10 a 110.

Seis artigos excluiram participantes que fizeram uso de antibiéticos nos 3 meses
anteriores a pesquisa, um excluiu participantes que fizeram aquele uso até 4 semanas
antes (15) e um nao relatou esta informacédo (16) (Tabela 2). Presenca de carie, fistula,
radiolucidez periapical e diagnéstico do estado pulpar foi descrita nos artigos

selecionados, conforme aparece na Tabela 2B.

O uso de cones de papel absorvente foi a forma de coleta da amostra do canal
radicular relatada em todos os estudos selecionados, exceto no de Tavares e

colaboradores (16), em que foi utilizada lima endoddntica como instrumento de coleta.

A identificacdo dos microrganismos envolvidos nas infeccées endodonticas foi

realizada por meio de diferentes técnicas: cultura microbiologica, hibridizagdo DNA-
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DNA, PCR e suas variagbOes, clonagem, sequenciamento e pirossequenciamento
(Tabela 2B).

A Tabela 3 mostra a diversidade de microrganismos identificados nas infec¢des

endodonticas de dentes deciduos, pelos diversos métodos utilizados.
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Arguivos encontrados em

=

IDENTIFIQ

base de dados Arquivos adicionais
NCAO PUBMED (=111 encontrados por meio de

WEB OF SCIENCE (n=1237) outras fontes
SCOPUS (n=936) (n=0)

COCHRANE (n=24)
EMBASE (n=185)

BIREME (n=52)

V

Selecdo com base em andlise de Titulos
PUBMED (n=13)

WEB OF SCIENCE (n=4)
SCOPUS (n=14)
COCHRANE (n=0)

EMBASE (n=11)

BIREME (n=2)

v

Selegéo com base em analise de Resumos
PUBMED (n=11)

WEB OF SCIENCE (n=4)
SCOPUS (n=14)
COCHRANE (n=0)
EMBASE (n=10)

BIREME (n=2)

{

10

Artigos completos Artigos completos excluidos
_>
(n=17) n=11
Busca manual em lista de referéncias Artigos completos excluidos
(n=2) ™ n=2

{

Estudos incluidos na analise quantitativa
(n=0)

¢

Estudos incluidos na analise qualitativa
(n=0)

Figura 2. Resultados apds a estratégia de busca, desenvolvida para encontrar artigos que identificaram

micro-organismos envolvidos em dentes deciduos com infec¢ges endodénticas.-.



Tabela 1 — Descricdo dos estudos excluidos da revisdo sistematica e seus respectivos critérios de excluséo.
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Sitio Bucal

Pais de de coleta Critérios
Autores/Ano realizacéo Titulo da publicacao das de )
do estudo amostras excluséo
PAZELLI et al.. (2003) (2) Brasil Prevalence of microorganisms in root canal of human deciduous teeth Canal 3); (5)
with necrotic pulp and chronic periapical lesions. radicular
FABRIS et al.. (2013) (17) Brasil Bacteriological analysis of necrotic pulp and fistulae in primary teeth. Canal (6)
radicular
DE PAULA et al.. (2014) Brasil Clinical signs and bacterial communities of deciduous necrotic root canal Canal (5)
(18) detects by PCR-DGGE analysis: Research association. radicular
COGULU et al.. (2008) (13) Turquia PCR-based identification of selected pathogens associated with Canal (6)
endodontic infections in deciduous and permanent teeth. radicular
LOYOLA-RODRIGUEZ et México Molecular identification and antibiotic resistant bacteria isolated from Canal (2)
al.. (2014) (19) primary dentition infections. radicular
TRICHES et al.. (2014) (20) Brasil Microbial profile of root canal of primary teeth with pulp necrosis and Canal (2)
perirradicular lesion. radicular
TOMIC-KAROVIC & lugoslavia Comparative study of the bacterial flora in surrounding, the root canals Canal (6)
JELINEK (1971) (21) and sockets of deciduous molars. radicular
TOYOSHIMA et al.. (1988) Japéao A bacteriological study of periapical pathosis on deciduous teeth. Canal (2)
(22) radicular
SATO et al.. (1993) (23) Japéao In vitro antimicrobial susceptibility to combinations of drugs on bacteria Canal (2
from carious and endodontic lesions of human deciduous teeth. radicular
SHANG et al.. (2013) (24) China Preliminary molecular analysis of bacterial composition in periapical Tecido 3)
lesions with primary endodontic infections of deciduous teeth.. periapical
YANG et al.. (2010) (25) China Polymerase chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis, Pus de 3)
cloning, and sequence analysis of bacteria associated with acute abscesso
periapical abscesses in children. apical agudo

(1) Avaliagdo da presenca de apenas uma espécie; (2) Auséncia de informacao sobre a idade dos participantes; (3) Coleta de amostras do sistema
de canais radiculares com a camara pulpar exposta ao ambiente bucal; (4) Auséncia de especificagdo quanto ao fato da infeccdo ser primaria ou
secundéria; (5) Auséncia de classificagcdo das bactérias em filo, género ou espécie; (6) Inclusdo de participantes com mais de 10 anos de idade.



Tabela 2A. Caracteristicas dos estudos incluidos na revisao sistematica.
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Autores/Ano/Pais de Obieti Tamanhos Exposicao prévia a Presenca de
N jetivos do estudo . R -
realizagdo do estudo amostrais antibiéticos cérie
GOMES et al.. 2013 Evaluate the frequency of selected endodontic pathogens in 15 participantes * N&o Sim
Brasil (9) the pulp chambers (PCs) and root canals (RCs) of infected
primary teeth using PCR methods.
ITO et al.. 2011 Investigate the root canal microbiota of primary teeth with 19 participantes N&o Sim
Brasil (11) apical periodontitis and the in vivo 30 canais radiculares
antimicrobial effects of a calcium hydroxide /chlorhexidine
paste used as root canal dressing
LEDEZMA-RASILO et Identify cultivable microorganisms from primary teeth with 21 participantes N&o Sim
al.. 2010 necrotic pulps. 21 dentes
México (15)
RUVIERE et al.. 2007 Asses in vivo, by checkerboard DNA-DNA hybridization, the 110 dentes ” N&o Sim
Brasil (7) prevalence and number of bacterial cells of 34 strains in root
canals of human primary teeth under 2 clinical situations,
teeth with irreversible pulpitis; and teeth with pulp necrosis
and apical periodontitis.
SILVA et al.. 2006 Evaluate the bacterial profile in root canals of human primary 20 participantes N&o Sim

Brasil (26)

TAVARES et al.. 2011
Brasil (16)

TOPCUOGLU et al..
2013
Turquia (8)

YUN et al.. 2017
Coréia (27)

teeth with necrotic pulp and periapical lesions using bacterial
culture.

Evaluate the microbiota of endodontic infections in
deciduous teeth by Checkerboard DNA-DNA

hybridization after uniform amplification of DNA in

samples by multiple displacement amplification (MDA).
Evaluate the presence of the 10 oral bacterial species in
samples from primary tooth root canals by

using microarray technology and to determine the
association of these organisms with clinical conditions.
Identify the endodontic microbiome in primary teeth with
dental caries using high-throughput pyrosequencing and to
establish data on the oral microbiome of primary teeth with
endodontic infection.

20 dentes

35 participantes
40 dentes

30 participantes
30 dentes

10 participantes
10 dentes

Nao informado

Sim

Sim

* 2 niimero de dentes n&o especificados; ®: nimero de pacientes ndo especificado.



Tabela 2B. Caracteristicas dos estudos incluidos na revisdo sistemética (continuagéo).
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Autores/Ano

Condicdao pulpar

Presenca de radiolucidez apical

Presenca de Fistula

GOMES et al.. (2013) (9)

ITO et al.. (2011) (11)

LEDEZMA-RASILO et al..
(2010) (15)
RUVIERE et al.. (2007) (7)

SILVA et al.. (2006) (26)
TAVARES et al.. (2011) (16)
TOPCUOGLU et al.. (2013) (8)

YUN et al.. (2017) (27)

Necrose

Necrose

Necrose

Necrose e pulpite irreversivel
Necrose
Necrose
Infec¢@o endodontica

Infec¢@o endodbntica

Sim

Sim

Sim

Nao informada

Sim

Sim

Nao informada

Nao informada

Sim

Nao informada

Sim

Nao informada

Nao

Nao informada

Nao informada

Sim
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Table 2C Caracteristicas dos estudos incluidos na reviséo sistemética (continuacao).

Autores/Ano

Métodos de coleta da amostra

Métodos de analise da amostra

GOMES et al.. (2013) (9)

ITO et al.. (2011) (11)

LEDEZMA-RASILO et al..
(2010) (15)

RUVIERE et al.. (2007) (7)
SILVA et al.. (2006) (26)
TAVARES et al.. (2011) (16)
TOPCUOGLU et al.. (2013) (8)
YUN et al.. (2017) (27)

Mecha de algodéao e cones de
papel absorvente

Cones de papel absorvente

Cones de papel absorvente

Cones de papel absorvente
Cones de papel absorvente
Lima manual tipo K #15

Cones de papel absorvente

Cones de papel absorvente

PCR

Cultura microbiana e hibridizagdo DNA-DNA

Cultura microbiana

Hibridizagdo DNA-DNA

Contagem de unidades formadoras de colonia
Hibridizacdo DNA-DNA

PCR Microarray

PCR e sequenciamento de alto rendimento
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Tabela 3. Géneros e espécies bacterianas relatadas nos estudos incluidos na revisao sistematica.

Autores/Ano

Bactéria (Géneros, espécies)

GOMES et al.. (2013) (9)

ITO et al.. (2011) (11)

LEDEZMA-RASILO et al..
(2010) (15)

RUVIERE et al.. (2007) (7)

SILVA et al.. (2006) (26)

Camara pulpar: P. nigrescens; P. gingivalis; F. alocis; P. micra; T. denticola; T. forsythia.

Canal radicular: P. gingivalis; P. nigrescens; P. tannerae; P. micra; T. denticola; T. forsythia; F.
alocis; P. intermedia

Neisseria mucosa; F. nucleatum polymorphum; P. melaninogenica; S. gordonii

Bifidobacterium spp 2; Streptococcus intermedius; Actinomyces israelii; Bifidobacterium spp 1;
Clostridium spp; Candida albicans; Clostridium beijerinckii; Actinomyces naeslundii; Lactobacillus
acidofilus; Clostridium tertium; Clostridium ramosum; Prevotella melaninogenica; Propionibacterium
acnes; Gemella morbilorum; Collinsella orofasciens; Propionibacterium propionicus; Bacteroides
ovatus; Veillonella parvula; Veillonella atypica

Treponema denticola; Selenomonas; Streptococcus mitis; Streptococcus sanguinis;
Streptococcus oralis; Streptococcus gordonii; Streptococcus intermedius; Prevotella
nigrescens; Prevotella melaninogenica; Porphyromonas gingivalis; Peptostreptococcus
micros; Prevotella intermedia; Leptotrichia buccalis; Gemella morbilorum;
Fusobacterium nucleatum spp; polymorphum Fusobacterium nucleatum spp vincentii;
Capnocytophaga sputigena; Capnocytophaga gingivalis; Capnocytophaga ochracea;
Campylobacter rectus; Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo b

Bacilos produtores de pigmento preto; Aerobios; Streptococcus spp.; Streptococcus
mutans; Streptococcus e S. sobrinus; Anaerdbios Gram-negativos.




Tabela 3. Géneros e espécies bacterianas relatadas nos estudos incluidos na Revisao Sistematica (continuacao).

Autor/Ano Bactéria (Género, espécie)

TOPCUOGLU et al.. (2013) (8)  E. corrodens; C rectum; P. gingivalis; A. actinomycetemcomitans; A.viscosus; T.
forsythia; T. denticola; P. micra; P.intermedia; F. nucleatum
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Discussao

As infecgcbes endodonticas em dentes deciduos decorrem do
ingresso de microrganismos na camara pulpar e em todo o sistema de canais
radiculares (22). As principais vias de acesso sdo a carie dental e os
traumatismos dentoalveolares (28). Diversos estudos clinicos, empregando
métodos tradicionais, com cultivo de microrganismos, e métodos moleculares,
por meio de andlise de &cidos nucléicos tém sido realizados
(7,9,11,15,16,26,27,29). Os resultados obtidos sugerem que a infeccéo
endoddntica em dentes deciduos se assemelha aquela que ocorre em dentes
permanentes (2,9,23,24). Deve-se considerar, entretanto, que os dentes
deciduos apresentam particularidades anatbmicas e padrdao de doenca
diferenciado em relagédo aos dentes permanentes. Em molares deciduos, as
alteragbes oOsseas patologicas em decorréncia da inflamagdo da polpa
raramente sdo visualizadas na regido periapical. Porém, sdo frequentemente
detectadas na regido interradicular, pois esta regido é rica em foraminas e
canais acessorios (30). Esses canais acessorios podem estar contaminados e
preenchidos com tecido necrdtico e biofilme, o que pode perpetuar lesdes de
furca, dificultando a obtencdo de sucesso na terapia. Porém, ndo ha na
literatura estudo que compile os dados ja publicados acerca da composicéo
das comunidades microbianas presentes no sistema de canais radiculares e
gue permita tracar um panorama dos achados, direcionando futuras
investigacdes neste campo.

Nos estudos incluidos nesta revisdo sistematica, a caracterizagcao
das infeccoes endodbnticas foi tradicionalmente realizada por meio da
associacao de técnicas tradicionais de cultivo, que recentemente tiveram seus
dados confirmados e expandidos por meio das técnicas moleculares de
diagnostico (10). A caracterizacdo da infeccdo endodontica em dentes
deciduos, por meio de cultura, demonstrou que ha predominio de
microrganismos  anaerobios, existindo combinacdes de bactérias,
especialmente combinacdes de bacilos pigmentados de preto e bactérias
anaerdbias facultativas (2,15,23,26). As espécies bacterianas mais

frequentemente isoladas nos trés estudos foram: Neisseria mucosa,
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Fusobacterium nucleatum spp polymorphum, Prevotella. melaninogenica,
Streptococcus gordonii, Bifidobacterium spp, Streptococcus intermedius,
Streptococcus mutans, e Streptococcus sobrinus. Porém, sabe-se que a
diversidade bacteriana pode ser subestimada em um ecossistema, quando ela
€ avaliada por meio deste método, isoladamente (10). A identificacdo dos
microrganismos por meio de cultura microbiolégica se torna limitada tendo em
vista que esta é uma técnica pouco sensivel e alguns microrganismos sao de
dificil cultivo, justificando-se a importancia de se investigar o microbioma das
infeccdes endodbnticas em dentes deciduos associando-se técnicas de
biologia molecular (33).

Nos seis estudos da revisdo sistematica em que foram empregadas
técnicas de biologia molecular (7,9,11,16,27,29), os achados confirmaram e
aprofundaram aqueles da cultura. As técnicas de biologia molecular mais
frequentemente empregadas nos estudos selecionados foram a reacdo em
cadeia da enzima polimerase (PCR) e a hibridizacdo Checkerboard DNA-DNA.
Estas séo técnicas mais especificas, sensiveis e rapidas de serem realizadas
do que cultura microbiana. Ha possibilidade de deteccdo de microrganismos
incultivaveis e fastidiosos, como destacaram Ruviére et al.. (2007) (7) e
Topcuoglu et al.. (2013) (29). A técnica de PCR espécie especifico permite que
se direcione a deteccdo de espécies alvo, por meio de amplificacdo de
fragmentos de DNA pertencentes a espécies ja conhecidas, sendo altamente
sensivel e especifica (10). As espécies mais frequentemente detectadas nas
amostras por meio desses meétodos foram o0s anaerdbios estritos Gram-
negativos Prevotella nigrescens, Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola, Tanerella forsythia e Prevotella intermedia (9,13). De acordo com
Gomes et al.. (2013) (9), as amostras coletadas na camara pulpar continham P.
micra, T. denticola e T. forsythia.

A patrtir do inicio deste século, a analise do microbioma de infec¢des
endodbnticas em dentes permanentes direcionou-se para o estudo da
composicao das comunidades microbianas a elas associadas, privilegiando-se
métodos de ampla caracterizacdo e que ndo se restringissem a um numero
limitado de espécies ou espécies ja conhecidas, por meio da utlizacdo de
diferentes técnicas e variacdes (6,34,35). O emprego da hibridizagdo DNA-DNA
nos estudos de Pazeli et al.. (2003) (2), Silva et al.. (2006) (26), Ruviére et al..
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(2007) (7) e de Tavares et al. (2011) (16) segue este conceito. Esta técnica
permite a andlise simultdnea de um numero maior de amostras, frente a um
ndmero maior de microrganismos, sem realizar amplificacdo prévia do DNA.
Assim, suas sensibilidade e especificidade sdo mais reduzidas do as dos
métodos que empregam amplificacdo (10). Assim, naqueles trés estudos
(7,16,26), observou-se maior prevaléncia de bacilos pigmentados de preto,
anaerébios Gram-negativos e estreptococcos. E pela primeira vez, por meio do
trabalho de Ruviére et al. (2007) (7) foi relatada a presenca de Treponema
denticola em amostras de infec¢des endoddnticas em dentes deciduos, sendo
alta a sua frequéncia nas amostras estudadas. Na tentativa de superar as
limitacbes do método, Tavares et al.. (2011) (16) sugeriram a utilizacdo de
amplificacdo do DNA previamente a andlise de hibridizacdo. Porém a eficiéncia
deste método néo foi comparada a da ndo-amplificagéo.

Topcouglu et al.. (2013) (29) utilizaram o método de microarrays
para a deteccdo simultanea e quantificacdo da presenca de multiplos
patdogenos em infeccbes endodobnticas de dentes deciduos, detectando os
anaerobios estritos Fusobacterium nucleatum (96,7% das amostras), Prevotella
intermedia (86,7%), Parvimonas micra (83,3%) e Treponema denticola (76,7%).
Este método permite a deteccdo simultdnea de 10 espécies bacterianas em
varias amostras, com limite minimo de deteccdo de 100-500 células de uma
determinada espécie bacteriana (36). Apenas um estudo empregou técnica de
sequenciamento de alto rendimento (35), que permite a ampla caracterizacéo
do microbioma, pois ndo utiliza deteccdo direcionada para uma espécie ou
determinado grupo de espécies bacterianas, além de ser uma técnica
guantitativa. De acordo com Hong et al, (2013) (35), por meio do
sequenciamento de alto rendimento € possivel que se detectem ndo s6 0s
membros da comunidade dominante, mas também 0s grupos pouco
dominantes. Contudo esta € uma técnica de custo elevado, justificando assim o
numero reduzido de trabalhos que a empregam.

Idealmente, o método adotado para a coleta de amostras do sistema
de canais radiculares deve recuperar 0 maximo de células microbianas, que
estdo dispostas tanto na forma plancténica ou em biofilmes. A coleta realizada
por meio de cones de papel absorvente foi 0 método mais empregado nas

pesquisas selecionadas, o que foi também observado por Yun e colaboradores
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(20). Previamente a coleta com estes cones, € frequente o uso de limas
endodonticas, visando a obtencdo de uma amostra que abranja maior nimero
de microrganismos, alcangcando aqueles que estdo nas paredes do canal
radicular, constituindo o biofilme. Este método foi empregado em quatro
estudos (2,7,13,21). No entanto, as limitagbes para a coleta e caracterizacdo
do microbioma total no sistema radicular estdo associadas aos acidentes
anatémicos, tais como canais acessorios e laterais, istmos, o que também é
observado em dentes permanentes (20). Tavares et al.. (2011) (16) ainda
salientam que a utilizagéo de limas K para coleta permite obter uma amostra da
microbiota que inclui de forma mais efetiva micro-organismos presentes
também do terco apical. Gomes et al.. (2013) relataram a utilizacdo de mechas
de algodédo para a coleta de amostras da regidao de soalho da camara pulpar
em dentes deciduos. Porém, € dificil determinar se realmente ha possibilidade
de coleta isolada de microrganismos desse local, ou se poderia haver
contaminacdo com microrganismos do canal radicular. Recentemente, Van der
Horst et al.. (2013) sugeriram que os cones de papel empregados para coleta
de amostras de sitios com peri-implantite poderiam ser fonte de DNA
microbiano externo. Assim, propuseram o emprego de técnicas alternativas de
coleta para estudos que avaliem a composi¢cdo de comunidades microbianas, e
de métodos que utiizem métodos de ampla deteccdo, tais como
sequenciamento de alto rendimento. Portanto, observa-se que ha limitacdo no
método de coleta de amostras do sistema de canais radiculares de dentes
deciduos com infec¢cdes endodonticas, estando associadas principalmente a

anatomia e as caracteristicas das etapas envolvidas na coleta.

No que se refere as técnicas para analise microbioldgica, sabe-se
gue a diversidade bacteriana pode ser subestimada em um ecossistema,
guando ela é avaliada por meio do método de cultura, isoladamente (10). Isto
ocorreu em 37,5% dos estudos incluidos nesta revisdo sistematica (11,15,26).
A identificacdo dos microrganismos por meio de cultura microbiolégica se torna
limitada, tendo em vista que esta € uma técnica pouco sensivel e alguns
microrganismos sdo de dificil cultivo, justificando-se a importancia de se
investigar o microbioma das infeccbes endodbnticas em dentes deciduos

associando-se técnicas de biologia molecular (33). Estas foram empregadas
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em 75% dos estudos analisados (7,9,11,16,27). Isto pode justificar a
observagcéo de resultados complementares quanto ao perfil microbiano nas

amostras coletadas.

Nos artigos incluidos na presente revisdo sistematica, pode-se
observar uma grande variacdo quanto ao numero de participantes incluidos.
Deve-se considerar que o tratamento endoddntico nos dentes deciduos pode
ser complexo, devido as caracteristicas anatdmicas e fisiologicas, tornando o
acesso ao canal radicular dificil (31). Além disso, o reduzido numero de
participantes pode estar associado as dificuldades de obtencdo da amostra
pretendida, devido aos critérios de elegibilidade propostos, e também de
manejo comportamental de pacientes odontopediatricos. Esta falta de
homogeneidade quanto ao tamanho de amostra poderia justificar diferencas
guantos aos resultados obtidos. Vale ressaltar que nenhum estudo selecionado
mencionou ter conduzido um célculo de tamanho amostral. O mesmo achado
foi relatado por Moraes et al. (2015) (32) em uma revisdo sistematica, que
incluiu estudos de caracterizacdo da presenca de genes de resisténcia a
agentes antimicrobianos, em amostras coletadas de canais radiculares de
dentes permanentes, em pacientes adultos. Como limitagcdes na andlise dos
resultados da presente revisdo sistematica, podem-se citar as diferencas
metodolégicas observadas, como emprego de distintos materiais de coleta e
técnicas para identificacdo dos microrganismos, além de tamanhos amostrais

variados, sem calculos prévios que o justifiquem.

Aspecto importante a ser também considerado é o uso de
antimicrobianos previamente a coleta do material para analise microbiolégica. A
administracdo de antibidticos pode interferir na composicdo da microbiota da
cavidade bucal (37). E, de um modo geral, as criancas estdo expostas a uma
maior frequéncia de uso de antimicrobianos, pois € comum receberem estes
agentes para tratamento de infeccGes do trato respiratorio superior (38). Além
das prescricdes realizadas por profissionais da area da saude, destaca-se o
uso inadequado de antibiéticos em criangcas ocasionado principalmente por
automedicacao e pelo conhecimento limitado dos pais sobre antimicrobianos
(39). Em estudo conduzido na populacéo chinesa (40), demonstraram a que

62% dos pais haviam fornecido antibiéticos para os filhos por meio de
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automedicacdo. Sendo assim, a exposicdo prévia dos participantes a
antibidtico foi um dos parametros escolhidos para analise na presente revisao
sistemética. Na maioria dos artigos selecionados, os pacientes que haviam
utilizado antimicrobianos nos 3 meses anteriores a realizacdo da coleta de
dados n&o foram incluidos na pesquisa (7,9,11,27,29).

Sendo assim, com base nos resultados aqui obtidos, sugere-se que
as infeccbes endodénticas em dentes deciduos sao causadas por combinacgfes
de diversas espécies, confirmando a sua natureza polibacteriana. Nao se pode
considerar que haja um padrao relacionado a composicdo bacteriana nos
estudos, pois hd uma tendéncia de os autores investigarem grupos bacterianos
j& conhecidos, especialmente as bactérias anaerdbias estritas. Futuros estudos
devem empregar métodos que permitam a ampla caracterizacdo do
microbioma, sem que as analises sejam voltadas para um grupo especifico de
microrganismos. O estudo da riqueza e da abundancia de espécies nas
comunidades microbianas € de extrema importancia, jA que 0 comportamento
da comunidade € obviamente dependente da sua diversidade (42). Portanto,
estudos adicionais devem ser realizados com o intuito de compreender a
composi¢cdo das comunidades microbianas nas infeccbes endoddnticas em

dentes deciduos e também nos ecossistemas a elas relacionados.
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Bullet Points

» As infecgbes endodbnticas em dentes deciduos sdo causadas por
combinacdes de diversas espécies, confirmando a sua natureza
polibacteriana.

» Futuros estudos devem empregar métodos de ampla caracterizacao do
microbioma dos canais radiculares infectados de dentes deciduos.

= O conhecimento das infec¢cdes endodbnticas em dentes deciduos
permitird abordagens mais seguras e efetivas para o seu controle.
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Resumo

Objetivos — Compreender a estrutura e a diversidade bacteriana em sitios da
cavidade bucal de pacientes infantis, portadores de infec¢cées endodonticas.

Material e Métodos — Amostras de saliva (S), biofilme supragengival (SB),
dentina (D), cavidade pulpar (RC). O perfil das comunidades bacterianas foi
determinado por meio da andlise da regido espacadora intergénica relacionada
aos genes 16S e 23S rRNA (PCR-RISA). Realizou-se andlise estatistica
descritiva e andlise de alfa e beta diversidade, onde foram determinadas a
riqgueza, dominancia, indice de Shannon, indice de Chao-1, andlise multivariada
de conglomerados (método UPGMA e indice de Similaridade de Bray-Curtis) e
andlise de coordenadas principais (PCoA).

Resultados — Ha um baixo grau de agrupamento entre as amostras de S, BS, D
e RC, obtidas de um mesmo participante. Se presentes, 0s agrupamentos
acontecem para sitios contiguos, mas com baixo percentual de similaridade.
Amostras de um mesmo ecossistema obtidas de diferentes participantes
abrigam comunidades bacterianas distintas, com baixa similaridade. N&o
parece haver uma relacdo entre a presenga de um sinal/sintoma clinico e
acréscimo no perfil de similaridade das comunidades bacterianas em RC. Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os indices de
alfa-diversidade (riqueza, dominancia, Shannon e Chao-1) entre S, SB, D e RC.
O uso prévio de antibidticos ndo modificou os resultados de alfa diversidade ou
de beta diversidade obtidos.

Conclusbes — Cada ecossistema apresenta perfil composicional diferenciado,
pois em um mesmo participante, amostras de S, SB, D e RC apresentam
comunidades bacterianas unicas. Considerando-se amostras de RC, sugere-se
gue diferentes comunidades bacterianas sdo a base etiolégica em infeccdes
endododnticas primarias em dentes deciduos com necrose pulpar.

Relevancia clinica — A cavidade bucal apresenta ecossistemas diferentes, com
composic¢des bacterianas Unicas para cada paciente. Assim, deve-se abordar o
tratamento das infeccbes associadas ao biofilme supragengival de forma a
permitir a ruptura das estruturas da comunidade bacteriana que o constituem.

Palavras-chave: cavidade bucal, bactérias, RISA, ecologia microbiana,

diversidade, analise por conglomerados.
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Introducéo

A cavidade bucal é um habitat em constante mutacdo no qual
residem microrganismos comensais, dispersos em diferentes sitios (dentes,
sulco gengival, lingua, bochechas, palato duro e mole e amigdalas) [1, 2],
permitindo o estabelecimento de comunidades microbianas distintas em cada
um deles [3]. A aquisicdo do microbioma bucal inicia-se no processo de
nascimento, e ha grande similaridade entre as microbiotas bucal de criancas,
da regido da auréola mamaria e do leite materno [4]. Nos primeiros seis meses
de vida, a microbiota bucal da crianca € formada a partir dos componentes da
microbiota oral da mae [4]. A erupcédo dos dentes deciduos e a sua substituicdo
por dentes permanentes altera de forma drastica os habitats microbianos na
cavidade bucal, o que pode promover altera¢des importantes no microbioma [5,
6].

Em pacientes saudaveis, as comunidades microbianas na cavidade
bucal apresentam componentes estaveis, representado pelas espécies
abundantes, e outros que tem sua presenca modificada ao longo do tempo, os
menos abundantes [7, 8]. Fatores ambientais como alteracdes na dieta podem
promover flutuacdes na composicdo microbiana [9]. Porém, quando ha um
decréscimo no numero de espécies benéficas ou simbibnticas e 0 aumento no
namero de patdgenos, ocorre a dishiose [10]. Em condicdo de doenca,
bactérias comensais rompem a barreira da mucosa e geram estimulos

inflamatorios crénicos em tecidos adjacentes [11].

Espécies bacterianas pioneiras sdo capazes de colonizar as
superficies da cavidade bucal, recobertas com uma pelicula, sendo sucedidas
por colonizadores secundarios que originam uma estrutura complexa,
denominada biofilme supragengival [12]. Os biofilmes formados nas mucosas e
na superficie do dente sado distintos, embora se forme a partir da saliva [7, 8]. A
rigueza de espécies presentes no microbioma do biofilme supragengival é
maior do que aquele do biofiime da saliva pois ha elementos com potencial
antimicrobiano que compdes a saliva [13]. Os biofilmes supra-gengivais de
criancas que apresentam carie diferenciam-se e sua composicdo daqueles que

nao apresentam. H4A um predominio de espécies dos géneros Actinobaculum,
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Atopobium, Aggregatibacter, e Streptococcus em pacientes infantis com carie,
enquanto que espécies pertencentes aos géneros Actinomyces, Bergeyella,
Campylobacter, Granulicatella, Kingella, Leptotrichia e Streptococcus foram
detectados em biofilmes de criancas saudaveis [5]. Observa-se uma sucessao
de espécies quando se avalia biofilmes supra-gengivais associados a
diferentes estagios de progressao de céarie. Um predominio de espécies como
Streptococcus mutans, Scardovia wiggsiae, Parascardovia denticolens e
Lactobacillus salivarius sdo encontrados em pacientes com carie em dentina
[14].

As lesbes cariosas profundas sédo o principal motivo do tratamento
endoddntico nos dentes deciduos posteriores, que apresentam necrose pulpar
associada ou ndo ao envolvimento periapical/furca [15]. A necrose do tecido
pulpar geralmente é iniciada por caries, € uma das causas mais comuns de dor
e esta associada a incapacidade funcional entre pacientes infantis [16]. Para a
caracterizagdo da infeccdo endodontica em dentes deciduos foram utilizadas
técnicas classicas de cultivo e técnicas de biologia molecular direcionadas a
deteccdo de determinadas espécies [17-19]. Os resultados dos estudos
sugerem que as infec¢cdes endoddnticas em dentes deciduos sdo causadas por
multiplas combinacbes de espécies, confirmando a sua natureza
polibacteriana, com predominio de anaerobios estritos, Gram-negativos, e
alguns anaerobios facultativos Gram-positivos. Yun et al. (2017) [20] utilizaram
técnica de sequenciamento de alto rendimento para determinar a composi¢cao
bacteriana de infec¢cdes endoddénticas, e concluiram que ha um grande namero

de espécies em canais radiculares de dentes deciduos infectados.

A compreensao atual das infeccées humanas de origem enddgena
tem como base o conceito de que uma comunidade microbiana € a unidade de
patogenicidade, opondo-se ao conceito reducionista associado a apenas uma
espécie [21, 22]. Embora tenham sido analisadas as comunidades microbianas
em diferentes ecossistemas bucais nos pacientes infantis, em condicdo de
saude e doenca, € necessario compreender a sua estrutura e a sua diversidade
em sitios da cavidade bucal de pacientes infantis, portadores de infec¢des

endodonticas.
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Material e Métodos

Aspectos de ética em pesquisa e selecdo dos participantes

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da
Universidade do Estado do Amazonas (Manaus, AM, Brasil) e da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RS, Brasil) (CAAE
47029015.6.0000.5016). Apds a apresentacdo do estudo e tendo suas duvidas
esclarecidas, os responsaveis pelo paciente infantil assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido relativo a participagdo do paciente infantil.
Garantiu-se ao participante infantil que expressasse seu assentimento quanto a

sua participacéo no estudo.

Foram convidados a participar do estudo oito pacientes infantis, de 3
a 10 anos, de ambos 0s sexos, que procuraram atendimento odontolégico na
Policlinica de Odontologia da Universidade do Estado do Amazonas (UEA,
Manaus, AM, Brasil). Os participantes ndo poderiam apresentar alteracao
sistémica cronica, tais como diabetes ou alteracdo imunoldgica. Os critérios de
inclusdo foram: presenca de alteracdo endoddntica em um dente deciduo;
auséncia de tratamento endodoéntico anterior; presenca de carie, sem que
houvesse exposicdo direta da camara pulpar ao ecossistema bucal; raizes
dentais intactas ou com menos de 2/3 de reabsor¢éo; presenca ou auséncia de
rarefacdo apical ou na regidao de furca. Amostra de apenas um dente por

participante infantil foi coletada.

Procedimentos clinicos

Amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas do paciente
infantil (S). O participante foi instruido a cuspir dentro do frasco plastico (CRAL,
Artigos para Laboratério Ltda, Cotia, SP, Brasil), por 1 minuto [23]. Amostras de
biofilme supragengival (SB) foram coletadas do paciente infantil, utilizando-se

micropincel esterilizado (Colténe Brasil, Vigodent Industria e Comércio, Rio de
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Janeiro, RJ, Brasil) [24]. A coleta das amostras de dentina (D) e do canal
radicular (RC) foram realizadas sob isolamento absoluto, o qual foi desinfetado
com H,0, 30% por 30s, seguido por de solugédo de NaOCI 2,5% por mais 30s.
Posteriormente, utilizou-se tiossulfato de sédio 5% para inativar os agentes
desinfetantes. Coletou-se uma amostra do campo operatdrio com swab estéril
para que se controlasse a efetividade do procedimento de desinfeccdo e
remocao de DNA. Apds a remocdo de esmalte sem suporte, coletou-se tecido
dentinario da parede circundante e pulpar da lesdo de carie com cureta de
dentina esterilizada. A dentina coletada foi imediatamente acondicionada em
tubos plasticos do tipo Eppendorf esterilizados. A cavidade de acesso foi
preparada com brocas diamantadas de alta rotacéo esterilizadas sob irrigacéo
com solucdo salina estéril. As amostras foram coletadas da cavidade pulpar,
envolvendo a camara pulpar e os canais radiculares. O canal mais amplo foi
preenchido com solugéo salina estéril, seguido da friccdo de uma lima tipo K
#15 contra as paredes, respeitando-se o limite de 2 mm aquém do
comprimento aparente do dente na radiografia. Em seguida o conteudo foi
aspirado com agulha e seringa estéreis e colocado em tubos plasticos
esterilizados. Todas as amostras foram armazenadas em freezer, a -20°C até o

seu processamento laboratorial.

Todos os dentes foram tratados endodonticamente. O diametro final
da regido apical determinado foi igual a uma lima tipo K 35. Utilizou-se solucéo
de hipoclorito de sédio 1% como irrigante. A medicacao intracanal empregada
foi pasta de hidroxido de calcio, por 14 dias. Na consulta seguinte, o sistema de
canais radiculares foi obturado com pasta de hidroxido de calcio espessada
com o6xido de zinco (proporcdo em peso 3:1). Os dentes foram restaurados
com iondmero de vidro modificado com resina (Vitremer, 3M ESPE, St. Paul,
MN, USA) ou resina composta (Adper Single Bond and Filtek Z-350, 3M ESPE,
St. Paul, MN, USA).
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Procedimentos laboratoriais

O DNA microbiano foi isolado por meio do conjunto PowerSoil® DNA
Isolation Kit (QIAGEN, Valencia, Califérnia, USA), conforme recomendacfes do
fabricante, exceto para a primeira etapa. Iniciou-se o procedimento de extracao
com aproximadamente 100 yL da amostra liquida. A concentracdo do DNA na
amostra foi quantificada por meio de fluorescéncia, utilizando-se o Qubit
(Thermo Fisher Scientific). As amostras foram armazenadas em freezer (-20°C)
para posterior analise.

Realizou-se a Andlise Regidao Espacadora Intergénica Ribossomal
(Ribossomal Intergenic Spacer Analysis, RISA) de acordo com o protocolo
descrito previamente por Borneman and Triplett (1997) [25]. O perfil da
comunidade bacteriana, considerando a técnica de RISA, foi obtido por meio da
amplificagdo do DNA com os oligonucleotideos 1406 F (5-TGYACACAC
CGCCCGT-3) e 23Sr (5-GGGTTBCCCCATTCRG-3) [25]. Os parametros
para o ciclo de amplificacdo foram: desnaturacao inicial (94°C por 2 min); 35
ciclos de amplificacdo (94°C for 30 s; 50°C for 30 s; 72°C por 1 min) e extenséo
final (72°C por 5 min). A mistura para a reacdo de PCR-RISA foi preparada
considerando-se o volume total de 50 uL: 2 mM MgCl,, 2 uM de cada primer,
200 uM de cada dNTP, 1 U Platinum Tag DNA polimerase, 1 X PCR tampao de
reacdo e aproximadamente 10 ng de DNA genémico. Os produtos da reacao
de PCR foram aplicados em gel de agarose 3% e as condicbes para
eletroforese foram 75 V, 150 mA por 180 min (6.5 V cm™), em tamp&o 0.5 X
TBE. A presenca de amplicons em cada amostra foi observada por meio de
eletroforese em gel corado com o corante Gel Red (Uniscience). O tamanho
dos fragmentos amplificados e corados foi estimado utilizando-se marcadores

de peso molecular (Invitrogen, SP, Brasil).
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Analise de Dados

O padréo de distribuicdo de bandas e a distancia de similaridade
entre as amostras foram analisadas utilizando-se o programa PAST v 3.10 [26].
Em uma linha correspondente a amostra cada banda gerada em uma linha
correspondente a amostra foi considerada uma unidade taxonémica
operacional (OTU), representada pelo peso molecular demonstrado no gel de
agarose. A intensidade das bandas nao foi considerada para diferenciar o
padrao de “fingerprint” entre as amostras. Os dados foram inseridos em uma
planilha de célculo. A presenca ou auséncia de bandas foi codificada para uma

matriz binaria, onde se comparou cada “fingerprint”.

Os indices de a-diversidade empregados foram riqueza (S) e
dominancia (D). A riqueza (S) representa o numero de espécies dentro de uma
unidade de estudo. Os valores para dominancia (D) representam quanto uma
ou poucas espécies dominam a comunidade microbiana. A diversidade das
comunidades microbianas foi determinada por meio do indice de Shannon (H).
Esse indice considera o grau de uniformidade na abundancia das espécies. A
diversidade maxima para este indice seria quando todas as espécies tivessem
igual abundancia. O indice de Chao-1 foi empregado para descrever a riqueza
das comunidades microbianas presentes na amostra. Empregou-se o pacote
estatistico GraphPad Prism 3.0 para avaliar as diferencas estatisticas entre os

indices de diversidade dos grupos.

A analise de B-diversidade incluiu o agrupamento das conforme o
algoritmo de agrupamento em pares sem peso com média aritmética
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Average, UPGMA), amostras
e a métrica de similaridade adotada foi o indice de Bray-Curtis. A andlise
multivariada de coordenadas principais (Principal Coordinate Analysis, PCoA)

foi empregada para complementar a descricdo do agrupamento das amostras.
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Resultados

A Tabela 1 apresenta os dados demograficos,

participantes do estudo.

radiograficos coletados dos participantes, bem como a condicdo do canal
radicular no momento da coleta. Dos oito participantes, trés utilizaram

antibidtico nos trés meses prévios a coleta das amostras (P1, P3 e P8).

Tabela 1. Dados demograficos e condi¢Bes clinicas correspondentes aos

Antibiético ha menos
de 3 meses (G1)

Antibiético ha mais
de 3 meses (G2)

Numero de participantes

Sexo
Feminino
Masculino
Idade média (em anos)
Dor espontanea
Edema
Mobilidade
Condicao da coroa
Carie
Necrose pulpar
Achados radiograficos
Radiolucidez na furca
Reabsorcéo radicular
Ausente
<1/3
>1/3
Integridade da cripta
Condicao do canal
Seco
Umido

Exsudato sanguinolento

Pus
Exsudato claro

o

3

N -

3

ww PPN

NODNPEF [l

OONDNPEF

5

w N

6

~

o1 ol (oNeNe)

A ODNW =

(e Ne N

As amostras 1D, 3RC, 5D, 7SB, 7RC demonstraram bandas
relativas a presenca de bactéria (gene 16S rRNA), porém nao geraram

multiplas bandas apds amplificagdo com o conjunto de oligonucleotideos

clinicos e
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empregados na técnica de RISA. N&o se observou amplificagdo de DNA
bacteriano nas amostras coletadas do campo operatorio apos a desinfeccgéo.

As Figuras 1 e 2 demonstram a similaridade das amostras quanto a
presenca de espécies bacterianas, representadas pela construcdo de
dendogramas e pela analise de coordenadas principais, respectivamente.
Constata-se um baixo grau de agrupamento entre as amostras de diferentes
ecossistemas, em um mesmo participante. Quando presentes, 0s
agrupamentos acontecem para sitios contiguos, mas com pequena
semelhanca para o percentual de similaridade. Assim, cada sitio, em um

mesmo paciente, parece ter uma composi¢cdo microbiana unica.
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Figura 1. Andlise de dendogramas para similaridade das amostras quanto a presenca de espécies bacterianas (método RISA), considerando-
se 0s sitios bucais de um mesmo participante. Analise de conglomerados, com agrupamento classico, com método UPMGA e indice de
similaridade de Bray-Curtis; Coeficientes cofenéticos: P1 = 1; P2 = 1; P3= 0,867; P4 = 0,8825; P5 = 0,8423; P6 = 0,8635; P7 = 0,9912; P8 =
0,9945. Analises feitas no software PAST 3.0.
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(indice de similaridade de Bray-Curtis). Andlises feitas no software PAST 3.0.
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A Figura 3 ilustra por meio de dendogramas o grau de similaridade das
amostras de um mesmo ecossistema, mas que pertencem a participantes diferentes.
Identificou-se que amostras de um mesmo ecossistema mas obtidas de diferentes

pacientes abrigam comunidades bacterianas diferentes, com baixa similaridade.
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Figura 3. Andlise de dendogramas para similaridade das amostras de um mesmo sitio bucal,
guanto a presenca de espécies bacterianas (método RISA), considerando-se os diferentes
participantes. Andlise de conglomerados, com agrupamento classico, com método UPMGA e
indice de similaridade de Bray-Curtis; Coeficientes cofenéticos: Saliva = 0,933; Biofilme
supragengival = 0,9518; Dentina = 0,9447; Canal radicular: 0,6471. Andlises feitas no software
PAST 3.0.
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Na Figura 4 esta representado o dendograma gerado a partir do
agrupamento, conforme a similaridade observada nas amostras coletadas de canais
radiculares dos participantes, e também os sinais e sintomas clinicos associados aos
dentes avaliados. Observa-se que cada canal radicular infectado abriga uma
comunidade bacteriana Unica, com percentuais de similaridade que variam de 15% a
60%. Nao parece haver uma relagdo entre a presenca de um sinal/sintoma clinico e

acréscimo no perfil de similaridade das comunidades bacterianas no interior do canal

radicular.
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Figura 4. Analise de dendogramas para similaridade das amostras de canal radicular (CR) de
diferentes participantes e sinais/sintomas/achados clinicos quanto a presenca de espécies
bacterianas (método RISA). Analise de conglomerados, com agrupamento classico, com
método UPMGA e indice de similaridade de Bray-Curtis; Coeficiente cofenético = 0,6471.

Analises feitas no software PAST 3.0.
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Os valores de riqueza (S) Dominancia (D), indice de Shannon (H) e
estimativa de riqueza de Chao-1 (Chao-1) para as amostras de S, SB, D e RC estéo
representados nas Figuras 5 e 6. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os indices de alfa diversidade entre ecossistemas, mesmo quando a
analise foi realizada considerando-se o uso prévio ou ndo de antibiético (Figura 6).

Taxa (S) Dominancia (D)
15+ 1.0
10
0.5
5-
0 T T L) T 0.0 T T L] L]
® ¥ © & ® ® ° &
Shannon (H) Chao-l
34 100+
80-
2-
60+
40+
1-
NE=1N
0 T T T T 0' ———
% & Q & % & Q &

Figura 5. indices de alfa-diversidade em amostras de saliva (S), biofilme supragengival (BS),
dentina (D) e canal radicular (CR) de pacientes com infeccdes endoddnticas em dentes
deciduos. A barra presente no interior de cada caixa indica o valor da mediana de cada indice,
obtida a partir do conjunto das amostras. Nao houve diferenga estatisticamente significante
entre 0s ecossistemas, para um mesmo indice (Teste de Kruskal Wallis, com pds-teste de
Dunn, P>0,05).
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Figura 6. indices de alfa-diversidade em amostras de saliva (S), biofilme supragengival (BS),
dentina (D) e canal radicular (CR) de pacientes com infec¢cbes endoddnticas em dentes
deciduos, considerando-se o0 uso ou néo de antibiéticos (G1 e G2, respectivamente). A barra
presente no interior de cada caixa indica o valor da mediana de cada indice, obtida a partir do
conjunto das amostras. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
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ecossistemas, para um mesmo indice (Teste de Kruskal Wallis, com pés-teste de Dunn,
P>0,05).

Discusséao

A cavidade bucal é um ecossistema complexo com diferentes nichos [1-3],
onde microrganismos comensais formam comunidades ora dindmicas ora estaveis [7,
8] e que, mediante mudancas ambientais, geram alteragBes patoldgicas nos tecidos
moles e tecidos dentais [10]. Os biofilmes na superficie do dente, que se formam a
partir de uma pelicula adquirida colonizada por uma sucessdo de microrganismos
rompem a estrutura do esmalte e da dentina, originando lesdes de cérie [3]. Nos dentes
deciduos, a continuidade desse processo gera alteragcdes pulpares inflamatérias
reversiveis ou irreversiveis que pode culminar com a necrose pulpar. Considerando-se
as peculiaridades da anatomia interna do dente deciduo, a presencga da infec¢do na
cavidade pulpar atinge ndo apenas a regiao periapical, mas principalmente a area de
furca [19]. Estudos demonstram que, embora originadas da saliva, as comunidades
microbianas em biofilmes supragengivais, carie e canal radicular de dentes deciduos
sao distintas. Porém, ndo ha relato na literatura que descreva a relacéo de similaridade
entre as comunidades bacterianas em sitios contiguos, tais como saliva, biofilme
supragengival, dentina cariada e canal radicular, em pacientes infantis portadores de
infeccbes endodonticas. Considerando os achados, avaliou-se como 0 uso de
antibidtico ou como sinais/sintomas clinicos da patologia endoddntica poderiam

influenciar a composicao bacteriana em ecossistemas especificos.

O estudo de comunidades microbianas complexas exige a utilizacdo de
métodos de diagndostico microbiolégico que permitam a ampla deteccdo de
microrganismos, de forma nao seletiva. Tradicionalmente, o cultivo de microrganismos
em meios de cultura ndo-seletivos foram empregados [27]. Porém, sabe-se que na
cavidade oral existem mais de 1000 espécies bacterianas, algumas arqueias e fungos
[28], aproximadamente 60% dos microrganismos néo foram cultivados ainda, ou sao de
dificil cultivo [29]. Assim, para a analise de amostras do ecossistema bucal, torna-se
necessaria a utilizacdo de métodos moleculares de ampla deteccdo tais como o

eletroforese em gel com gradiente de desnaturacdo (DGGE), andlise de fragmentos
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terminais de restricdo (tRFLP), clonagem e sequenciamento de Sanger e recentemente
0 sequenciamento de alto rendimento. A utilizagdo dessas técnicas pressupfe que a
deteccdo de determinada espécie nao € dependente de sua viabilidade no ecossistema
ou de sua recuperacao no laboratorio [27].

No presente estudo, empregou-se a andlise da regido espacadora
intergénica ribossomal (Ribossomal Intergenic Spacer Analysis, RISA) para a
caracterizacdo do perfil bacteriano das amostras. Este método envolve a amplificagédo
da regido entre os genes que codificam as subunidades 16S e 23S do RNA ribossomal,
por meio do emprego de oligonucleotideos direcionados a regides conservadas dos
genes 16S e 23S rRNA, presentes no DNA bacteriano [30]. A regido intergénica 16S-
23S apresenta diferenca em seu comprimento e sequéncia de nucleotideos, o que pode
ser empregado para distinguir as diferentes espécies [30, 31]. Obtém-se um padrao de
migracdo de bandas em gel de agarose ou poliacrilamida (fingerprint), convertido para
um perfil que considera a auséncia ou presenca de determinado comprimento de
banda, representando assim a auséncia ou presenca de uma determinada espécie
bacteriana [30]. As limitacdes deste método estdo associadas as falhas no processo de
extracdo de DNA, na reacdo de amplificacdo do DNA ou em uma seletividade dos
oligonucleotideos para a amplificacdo de fragmentos de regides intergénicas menores
[30]. HA uma tendéncia ao uso de técnicas de sequenciamento de alto rendimento as
guais empregam plataformas que permitem a analise de milhares a milhfes de
moléculas de DNA simultaneamente [32]. Porém, apresentam ainda alto custo,
especialmente para analise de um namero extenso de amostras obtidas em estudos

clinicos.

Os dados gerados a partir da andlise laboratorial das amostras sao
complexos, e ha necessidade do emprego de métodos matematicos e de métricas que
permitam compreender e comparar a sua diversidade [33]. No presente estudo, foram
avaliadas as diversidades alfa e beta, que correspondem a diversidade bacteriana em
um Uunico sitio e as diferencas nas diversidades bacterianas entre o0s sitios,
respectivamente [34]. Estudos que coletaram amostras da cavidade bucal de criancas

também utilizaram esses métodos matematicos e de métricas para a compara¢ao na
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estrutura do microbioma de saliva, biofilme supragengival e canal radicular de dentes
deciduos [4, 5, 14, 20].

As comunidades bacterianas de S, SB, D e RC de um mesmo paciente nao
apresentam diferenca entre si quanto a alfa diversidade. Assim, o numero de diferentes
espécies que as compdem, a dominancia das espécies na amostra e os indices de
diversidade sdo similares. Porém, quando sdo comparadas entre si, considerando sua
estrutura composicional ou beta-diversidade, parecem ser distintas. Os resultados do
presente estudo sdo consoantes com o0s previamente relatados na literatura.
Receptores diferenciados que estdo presentes em superficies duras do dente ou em
mucosas, interferéncias externas, fatos associados a idade e comportamentos dos
pacientes contribuem para esta diferenciacdo [3, 7, 35]. Estudos indicam que o
microbioma do biofilme supragengival em criancas parece ser mais rico que o

microbioma salivar [13].

A utilizacdo de agentes antimicrobianos previamente a coleta ndo modificou
os indices de alfa e beta-diversidade, mesmo em ecossistemas mais expostos a acao
dos antimicrobianos, tais como a saliva e o biofiilme supragengival. O mesmo
comportamento foi observado por Zaura et al. (2015) [36], pois 7 dias ap0s o uso de
agentes antimicrobianos sistémicos, o microbioma salivar era similar ao observado no
momento inicial do estudo. Espera-se que o efeito do agente antimicrobiano no interior
da cavidade pulpar seja restrito, uma vez que foram selecionados dentes em que esta
nao apresentava contato direto com a cavidade bucal e ndo havia circulacdo pulpar

direta no tecido necrosado.

Os resultados sugerem ainda que amostras de um mesmo ecossistema
obtidas de diferentes participantes abrigam comunidades bacterianas diferentes, com
baixa similaridade. Embora estudos indiguem que ha um grupo comum de espécies ha
cavidade bucal de diferentes pacientes, é esperado que distintos perfis microbianos
sejam identificados em cada um deles [6, 8, 37]. Estes achados podem ser estendidos
para amostras de SB, D e CR. Entretanto, estudos adicionais com amostras de um
mesmo paciente devem ser realizados para que sejam determinados 0S grupos

bacterianos que constituem o nicleo comum de espécies nesses ecossistemas.
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Um namero expressivo de espécies anaerObias estritas, anaerObias
facultativas, Gram-positivas e Gram-negativas participam da composicdo das
comunidades bacterianas em infec¢cdes endoddnticas em dentes deciduos [17, 18, 20].
As andlises de amostras de canais radiculares de dentes permanentes com infec¢des
endodonticas agudas demonstraram diversidade interindividual marcante, onde cada
paciente abrigava uma comunidade microbiana Unica [38-40]. Questiona-se a
capacidade dos métodos convencionais de coleta em obter amostras individualizadas
do ecossistema do canal radicular, uma vez que ha contato das solucbes e dos
instrumentos de coleta com a camara pulpar [41]. No presente estudo, todas as
amostras foram coletadas da cavidade pulpar de dentes deciduos com necrose pulpar e
nao apenas do canal radicular. O objetivo foi incluir na amostra 0os microrganismos que
estavam presentes ndo apenas no canal radicular mais também no soalho e regidao de
furca. Assim, a amostra torna-se mais representativa do sistema de canais radiculares
em dentes deciduos e considera as peculiaridades que o diferenciam dos dentes

permanentes.

Observa-se que cada canal radicular infectado abriga uma comunidade
bacteriana Unica, com percentuais de similaridade que variam de 15% a 60%. Este
comportamento também foi observado por De Paula et al. (2014) [42]. Entretanto, ndo
houve uma relacdo entre a presenca de um determinado sinal/sintoma clinico e
aumento no perfil de agrupamento ou similaridade das comunidades bacterianas no
interior do canal radicular. Assim, sugere-se que diferentes comunidades bacterianas
sdo a base etiologica em infec¢cdes endodoénticas primarias em dentes deciduos com
necrose pulpar. Sob o ponto de vista clinico, entende-se o tratamento endodéntico em
dentes deciduos portadores de necrose pulpar como a utilizagdo de protocolos que
buscam a desestruturagdo das comunidades microbianas que, mesmo com
caracteristicas distintas, sao passiveis de controle por meio dos protocolos de

desinfeccédo do sistema de canais radiculares.

Apés a analise microbioldgica das comunidades bacterianas em amostras de
saliva, biofilme supragengival, dentina e camara pulpar de dentes deciduos de

pacientes portadores de infec¢cbes endodonticas, sugere-se que cada ecossistema
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apresenta perfil composicional diferenciado, mesmo pertencendo a um mesmo
participante. Analises adicionais devem ser conduzidas com o intuito de caracterizar 0s
microrganismos compartilhados por esses ecossistemas e as integragdes de suas vias

metabdlicas e de patogenicidade.
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RESUMO

Objetivos — verificar a distribuicdo dos genes de resisténcia bacteriana aos principais
grupos de antibiéticos em saliva, biofilme supragengival, dentina e canal radicular de
dentes deciduos em pacientes infantis com infeccbes endoddnticas e também de
amostras de saliva dos responsaveis.

Material e Métodos — amostras de saliva (S), biofilme supragengival (SB), dentina (D),
canal radicular (RC) de pacientes infantis e saliva do responsavel (R) foram coletadas.
A presenca dos genes de resisténcia cfxA/cfxA2, blaTEM, blazZz, ampC, mecA, mefA,
ermB, ermC, tetQ, tetM, tetW, linB, IsaB foi determinada por meio de PCR gene
especifico. Realizou-se andlise estatistica descritiva e analise multivariada de
conglomerados (método UPGMA e indice de Similaridade de Bray-Curtis).

Resultados — Foram selecionados oito pacientes, com idade entre 3 e 6 anos, sendo
gue 3 utilizaram antibiético previamente a coleta. Nenhum gene de resisténcia foi
observado em todos o0s ecossistemas de um mesmo participante. Os genes mais
frequentemente detectados foram o0s genes de resisténcia a tetraciclina tetQ e tetw.
N&o foram detectados nas amostras os genes ampC, mecA, InuB e IsaB. A presenca
simultanea de um gene em dois nichos ocorre em ecossistemas contiguos. Nao se
observa um comportamento uniforme quanto ao perfil de agrupamento de diferentes
amostras de um mesmo participante, e nem entre as amostras de saliva do participante
infantil (S) e seu responsavel (R).

Conclusbes — Ha mudltiplos perfis de distribuicdo de genes de resisténcia a agentes
antimicrobianos em amostras de ecossistemas bucais contiguos em um mesmo
paciente portador de infeccdo endodontica.

Relevancia clinica — Considerando-se as altas taxas de resisténcia bacteriana aos
antibidticos frequentemente prescritos, € importante conhecer a distribuicdo de genes
associados a resisténcia em amostras da cavidade bucal de pacientes com infeccbes
endodonticas, pois podem interferir no tratamento e prognostico desses dentes.

Palavras-chaves: boca, cavidade pulpar, infeccao, antibacterianos, resisténcia a
medicamentos, reacdo em cadeia da polimerase.
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Introducéo

A utilizacdo excessiva de agentes antimicrobianos favorece o surgimento e a
dispersado da resisténcia bacteriana. H4 um esforco liderado pela Organiza¢cdo Mundial
da Saude para implementar um plano de a¢ao global com o objetivo de reduzir as taxas
de resisténcia aos agentes antimicrobianos, especialmente antibacterianos [1]. O uso
racional de antibiéticos deve abranger abordagens que atinjam nao apenas 0S
prescritores, mas também os dispensadores de medicamentos e a populagédo [2-5].
Apés analise de banco de dados do sistema publico de saude da Holanda, observou-se
que 1/5 da populacdo do pais recebeu antibiéticos no periodo de 2010-2013,
especialmente os idosos, as mulheres e as criangas menores de 5 anos [6]. Em 2013,
66,8 milhdes de prescricdes de antimicrobianos foram dispensadas por pediatras ou
médicos da familia para criangas com menos de 19 anos nos Estados Unidos [7]. Em
um estudo na ltalia, 47% das criancas avaliadas receberam prescricbes de agentes
antimicrobianos, tanto para situacdes de profilaxia ou para tratamento de infeccoes,

especialmente relacionadas ao trato respiratério inferior [8].

Héa poucas informacgdes na literatura relacionada aos padrdes de prescricao
de agentes antimicrobianos por cirurgides-dentistas, especialmente aquelas
direcionadas ao paciente infantil. Embora o percentual de prescricbes de antibiéticos
realizadas por médicos tenha reduzido 18% ao longo de 17 anos, Marra et al.. (2016)
[9] observaram que a contribuicdo dos cirurgides-dentistas no niumero de prescricbes
de antibioticos aumentou de 6,7% para 11,3% na Columbia Britanica, Canada. Roberts
et al.. (2017) [10] indicaram que a taxa de prescricdo de antibioticos por cirurgides-
dentistas foi de 77,5 para cada 1000 habitantes no ano de 2013, sendo composta
principalmente por penicilinas. Observa-se na literatura dados que sugerem que 0S
pacientes utilizam antibidticos antes de procurarem atendimento odontolégico de
urgéncia [11], e também recebem prescricdes apos tratamento local para o controle da
infeccdo [11, 12]. De acordo com a Academia Americana de Odontopediatria (2006)
[13], antibibticos estdo indicados especialmente para o tratamento de infeccbes dentais

nas quais os pacientes apresentam aumento de volume, em conjunto com outras
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medidas para controle da infecgéo, tais como tratamento endodontico ou extracao

dental.

Estudos recentes indicam que a administracdo de antibidticos sistémicos
pode alterar a composicdo e comportamento das comunidades microbianas em
diferentes ecossistemas do organismo em humanos, especialmente no intestino e na
saliva [14-17]. Zaura et al. (2015) [17] demonstraram que o microbioma salivar parece
sofrer alteracbes composicionais mais breves que o0 microbioma intestinal,
demonstrando capacidade de resiliéncia. Porém, apds o uso, uma tendéncia a protecéao
contra antibioticos foi observada, evidenciada pela presenca mais intensa de fatores de
viruléncia bacterianos associados ao desenvolvimento de resisténcia [17]. Sabe-se que
0S microrganismos presentes na cavidade bucal sdo usualmente comensais, porém
tornam-se patogénicos quando ha alteracdo no ecossistema, apresentando potencial
para causar doencgas associadas ao biofilme dental, tais como doenga periodontal, carie
e infeccbes no sistema de canais radiculares [18]. Quando presentes em um
determinado ecossistema, 0s microrganismos carreiam consigo seus fatores de
viruléncia e podem expressa-los, contribuindo para que sua patogenicidade seja
potencializada. Em uma revisdo sistematica da literatura, Moraes et al. (2015) [19]
indicaram que genes de resisténcia a antibidticos, principalmente relacionados aos
grupos dos lactamicos e das tetraciclinas, tém sido detectados em amostras de

diferentes ecossistemas da cavidade bucal.

Considerando-se o reduzido numero de estudos que avaliam a composi¢cao
microbiana em ecossistemas da cavidade bucal de criancas e a presenca de fatores de
viruléncia associados, ha necessidade de se conhecer a distribuicdo dos genes de
resisténcia bacteriana aos principais grupos de antibidéticos em saliva, biofilme
supragengival, dentina e canal radicular de pacientes infantis com infeccbes

endoddnticas e também de amostras de saliva dos responsaveis.

Material e Métodos
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Este estudo foi aprovado pelos Comités de FEtica em Pesquisa da
Universidade do Estado do Amazonas (Manaus, AM, Brasil) e da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RS, Brasil) (CAAE 47029015.6.0000.5016). Apoés a
apresentacao do estudo e tendo suas duvidas esclarecidas, 0os responsaveis pelo
paciente infantil assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido relativo a
sua participagdo e um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido relativo a
participagdo do paciente infantil. Garantiu-se ao participante infantil que expressasse

seu assentimento quanto a sua participacdo no estudo.

Foram convidados a participar do estudo oito pacientes infantis, de 3 a 10
anos, de ambos 0s sexos, e seus responsaveis maiores de 18 anos, que procuraram
atendimento odontologico na Policlinica de Odontologia da Universidade do Estado do
Amazonas (UEA, Manaus, AM, Brasil). Os participantes ndo poderiam apresentar
alteracao sistémica cronica, tais como diabetes ou alteracdo imunologica. Os critérios
de inclusao foram: presenca de alteracdo endoddntica em um dente deciduo; auséncia
de tratamento endoddntico anterior; presenca de carie, sem que houvesse exposicao
direta da camara pulpar ao ecossistema bucal; raizes dentais intactas ou com menos
de 2/3 de reabsorcéo; presenca ou auséncia de rarefacéo apical ou na regido de furca.
Amostra de apenas um dente por participante infantil foi coletada. Os participantes
responsaveis pelo paciente ndo poderiam ter utilizado agente antimicrobiano nos trés

meses anteriores a realizacéo do estudo.

Amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas do paciente infantil (S) e
do responsavel (R). O participante foi instruido a cuspir dentro do frasco plastico
(CRAL, Artigos para Laboratorio Ltda, Cotia, SP, Brasil), por 1 minuto [20]. Amostras de
biofilme supragengival (SB) foram coletadas do paciente infantil, utilizando-se
micropincel esterilizado (Colténe Brasil, Vigodent Industria e Comércio, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) [21]. A coleta das amostras de dentina (D) e do canal radicular (RC) foram
realizadas sob isolamento absoluto, o qual foi desinfetado com H,O, 30% por 30s,
seguido por de solucdo de NaOCI 2,5% por mais 30s. Posteriormente, utilizou-se
tiossulfato de sédio 5% para inativar os agentes desinfetantes. Coletou-se uma amostra

do campo operatério com swab estéril para que se controlasse a efetividade do
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procedimento de desinfec¢cdo e remocdo de DNA. Apos a remocgdo de esmalte sem
suporte, coletou-se tecido dentinario da parede circundante e pulpar da lesdo de cérie
com cureta de dentina esterilizada. A dentina coletada foi imediatamente acondicionada
em tubos plasticos esterilizados, tipo Eppendorf. A cavidade de acesso foi preparada
com brocas diamantadas de alta rotacéo esterilizadas sob irrigagdo com solucéao salina
estéril. As amostras foram coletadas da cavidade pulpar, envolvendo a camara pulpar e
0s canais radiculares. O canal mais amplo foi preenchido com solucédo salina estéril,
seguido da friccdo de uma lima tipo K #15 contra as paredes, respeitando-se o limite de
2 mm aquém do comprimento aparente do dente na radiografia. Em seguida o contetdo
foi aspirado com agulha e seringa estéreis e colocado em tubos de plasticos
esterilizados. Todas as amostras foram armazenadas em freezer, a -20°C até o seu

processamento laboratorial.

Todos os dentes foram tratados endodonticamente. O diametro final da
regido apical determinado foi igual a uma lima tipo K 35. Utilizou-se solucdo de
hipoclorito de sodio 1% como irrigante. A medicacéo intracanal empregada foi pasta de
hidroxido de calcio, por 14 dias. Na consulta seguinte, o sistema de canais radiculares
foi obturado com pasta de hidroxido de calcio espessada com Oxido de zinco
(proporcdo em peso 3:1). Os dentes foram restaurados com ionémero de vidro
modificado com resina (Vitremer, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA) ou resina composta
(Adper Single Bond and Filtek Z-350, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA).

Realizou-se técnica de reacdo em cadeia da enzima polimerase sequéncia
especifica (PCR primer especifico) para determinar a presenca dos genes de
resisténcia aos agentes antimicrobianos nas amostras coletadas. Inicialmente,
empregaram-se 0s oligonucleotideos direcionados para 0 gene 16S rRNA, que indicam
a presenca de DNA bacteriano nas amostras. Entdo, procedeu-se a deteccdo dos
genes cfxAl/cfxA2, blaTEM, blaz, ampC, mecA (associados ao desenvolvimento de
resisténcia aos agentes lactamicos), ermB, ermC, mecA e mefA (associados ao
desenvolvimento de resisténcia aos macrolideos), tetM, tetQ e tetW (associados ao
desenvolvimento de resisténcia microbiana as tetraciclinas), InuB e IsaB (associados ao

desenvolvimento de resisténcia a lincosamidas).
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O DNA bacteriano das amostras foi extraido utilizando-se o conjunto de
reagentes disponiveis no kit QlAamp DNA Micro Kit (QIAGEN, Valencia, Califérnia,
EUA), conforme instrucbes do fabricante. Para cada amostra de S, BS, D, RC e R,
realizou-se amplificacdo, conforme as seguintes condi¢cdes de reacdo. As reacdes de
PCR foram processadas em aliquotas de 12 pl por reacéo, sendo 8,6 ul de Tag PCR
Mastermix Kit (QIAGEN, Valencia, Califéornia, EUA); 0,2 pul de solucdo do
oligonucleotideo Forward (10Mm) (Invitrogen, SP, Brasil); 0,2 pl de solucdo do
oligonucleotideo Reverse (10Mm) (Invitrogen, SP, Brasil); 2 pl de Coral Load Dye
(QIAGEN, Valencia, Califérnia, EUA); 1 ul da suspensdo contendo DNA bacteriano
isolado da amostra clinica. As etapas do ciclo de PCR incluiram uma desnaturacdo
inicial, seguida de ciclos de desnaturacdo, anelamento e extenséo, tendo por fim um
periodo de extensao final. As reagdes de PCR foram realizadas em um termociclador
(Mastercycler Family, Brazil Eppendorf, S&o Paulo, Brasil). As sequéncias dos
nucleotideos, as temperaturas especificas das etapas da reacdo de PCR, o
comprimento do fragmento amplificado e a citacéo bibliografica referente a cada primer

estao listados na Tabela 1.

Os produtos de PCR foram analisados por meio de eletroforese em gel de
agarose 1%, corado com GelRed (Biotium, Hayward, EUA) e visualizados sob
transiluminacdo de luz ultravioleta (Major Science, Saratoga, EUA). A deteccéo foi
baseada na presenca de bandas claras do tamanho molecular esperado usando um
marcador de DNA de 100 pb (DNA Ladder, Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os
controles positivos consistiram em amostras onde os fragmentos alvo foram
previamente amplificados, e levados para sequenciamento. Os controles negativos
foram formados por aliquotas de agua, utilizada como complemento na reacdo de

amplificacao.

Para a analise dos dados, considerou-se 0 uso prévio ou ndo de antibibtico
pelo paciente infantil, gerando-se dois grupos de amostras. No Grupo 1 (G1), os
participantes utilizaram antibidtico ha menos de 3 meses antes da coleta das amostras.

No Grupo 2 (G2), os participantes nao utilizaram antibiético.
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Registrou-se a presenca ou auséncia da deteccdo de cada gene de
resisténcia nas amostras individuais de cada participante em seu respectivo
ecossistema. Os dados foram dispostos em uma planilha de célculo Microsoft Excel ©.
Realizou-se analise multivariada de conglomerados, utilizando-se o programa Past 3
versdo 3.14 (@yvind Hammer, Natural History Museum, University of Oslo) [22]. O grau
de similaridade entre as amostras de S, BS, D, RC e R foi determinada por meio de
coeficiente de agrupamento, utilizando-se o método UPGMA e o calculo da distancia
entre as amostras foi determinado por meio do indice de Similaridade de Bray-Curtis.
Amostras com valores de distancias 1 ou préximo a 1 formaram um grupo com alta
similaridade e s@o conectadas apenas através de uma barra vertical, proximo ao 1, na
escala do eixo das coordenadas. Amostras com distancias menores que 1 demonstram
menores niveis de similaridade, aproximando-se do ponto zero. Considerou-se o
método de agrupamento adequado quando o coeficiente cofenético foi maior ou igual a
0,70. O coeficiente de correlacdo cofenético demonstra o grau de deformacao
provocado pela constru¢cdo do dendograma, o que poderia gerar um diagrama que

representaria uma imagem distorcida da realidade dos dados [23].
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Categoria de

Condicdes de Reagéo

Antimicrobiano Gene Sequéncia de nucleotideos Des. Inicial® Ciclos” Elong. Final Fragmento Referéncia
33 ciclos
Gene 5TCCTACGGGAGGCAGCAGT3 o ) D: 94°C — 30seg. 0 .
16SrRNA 5GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTS 95°C—2min. | A'60°C — 1 min 72°C — 10 min. 466 pB [24]
E: 72°C — 2 min
25 ciclos
5'GCGCAA ATCCTCCTT TAACAA 3’ o . D: 94°C — 1 min. o .
cfxA/A2 5ACC GCC ACA CCA ATT TCG3' 94°C — 5 min. A 60°C — 1 min. 72°C-10 min. 802 pB [25]
E: 72°C — 30 min.
30 ciclos
D:94°C/96°C — 15-60
blaTEM 5'CCAATGCTTAATCAGTGAGG3’ o . seg. 72°C-5/10 min.
5ATGAGTATTCAACATTTCCG3 95 C—15min. | assec 858 pB [26]
E:72°C-30/90 seg.
30 ciclos
Lactamicos 5'CAGTTCACATGCCAAAGAG3 o . D:94°C/96°C 1min. 72°C-5/10 min.
blaz 5TACACTCTTGGCGGTTTC3 95°C —15min. | A"640C 1 min 846 pB [27]
E:72°C 1m/30 seg.
5 TAAACACCACATATGTTCCG-3' o
- - or _ : D:94°C — 1min. o _ .
ampC 5. ACTTACTTCAACTCGCGACG-3’ 94°C — 4 min. A50°C — min. 72°C — 10 min. 663 pB [28]
E:72°C — 2min
30:ciclos
5-AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C-3’ . D:94°C — 1 min. .
mecA 5-AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C-3' 94°C — 2 min. A'55°C — 30s. 72°C — 5 min. 533 pB [29]
E:72°C — 1mi,30 min.
30 ciclos
5GAA AAG GTACTC AAC CAAATA 3 o . D:94°C-30s 0 .
ermB 5'AGT AAC GGT ACT TAAATT GTTT AC 3 94°C-25min. | A'52°C — 30seg 72°C — min. 639 pB [30]
E: 72°C —1min.
30 ciclos
. 5-AAT CGG CTC AGG AAA AGG-3 o . D:94°C — 1min. o .
Macrolideos ermC 5.ATC GTC AAT TCC TGC ATG-3' 94°C -5 mim ABA9G — 1min. 72°C — 75 min. 562 pB [27]
E:72°C — 2m30s
35 ciclos
, , o~ o D: 96°C- 30 seg. o . N&o
mefA 5TGT GCATATTTC TATTACG 3 96 C-3 A57°C — 1min. 72°C-10 min. disponivel [31]
E: 72°C — 2 min,

2 Des. Inicial: Desnaturacao inicial. ° Ciclos — D: desnaturacéo; A: anelamento; E: extensdo. ¢ Elong
Seg.: segundos

. Final: alongamento final. Min.: minutos;
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Tabela 1 - continuagado. Sequéncias de nucleotideos, temperaturas especificas e referéncias para a realizacdo das etapas da
reacdo de PCR.

Categoria de

Condicdes de Reacéo

P . Comprimento .
Antimicrobiano | ©©"® Sequéncia de nucleotideos Des. Inicial® Ciclos” Elong. Final® fragmento Referéncia
30 ciclos
tetM 5GTGGACAAAGGTACAACGAG3’ 95°C — 15 D: 94°C/96°C — 15-60 seg. (32]
5CGGTAAAGTTCGTCACACAC3 min. A55°C 72°C-5/10 min. 406 pB
E:72°C-30/90 seg.
5TTATACTTCCTCCGGCATCG3 95°C Wl
- ’ ' 5°C — 15 D:94°C/96°C — 15-60 seg. . )
Tetraciclinas tetQ 5ATCGGTTCGAGAATGTCCACS' min. AB5°C 72°C-5/10 min. 904 pB [32]
E:72°C-30/90 seg.
5GAGAGCCTGCTATATGCCAGC3 95°C WAL
' ' 5°C — 15 D:94°C/96°C — 15-60 seg. . .
tetw 5GGGCGTATCCACAATGTTAACS min. A64°C 72°C-5/10 min. 168 pB (33]
E:72°C-30/90”
35 ciclos
linB 5-CCTACCTATTGTTTGTGGAA-3’ 94°C -5 D: 94°C — 45 min. 720C - 5 min [34]
5-ATAACGTTACTCTCCTATTC-3 min. A:54°C — 45 min. . 944 pB
. . E: 72°C — 1 min.
Lincosamidas
30 ciclos
5-TGCCGAAGCCATGTACCGTCC-3’ 94°C - 3 D:94°C — 1 min. o .
IsaB 5-CGGTTAGACCAACCAGCCGAACG-3' min. A56°C — 1 min. 72°C =5 min. 396 pB (35]
E:72°C — 1min.

a

segundos

Des. Inicial: Desnaturacéo inicial. ® Ciclos — D: desnaturacdo; A: anelamento; E: extensdo. ¢ Elong. Final: alongamento final. Min.: minutos; Seg.:
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Resultados

Participaram desta pesquisa 8 participantes infantis com idade média 5,3
anos para os participantes que fizeram uso de antibiéticos e 6,3 anos para 0s que ndo
usaram antibiéticos. A maioria dos participantes foi do sexo masculino. Todos os dentes
incluidos foram molares deciduos, que portavam necrose pulpar. Porém apenas 2
participantes apresentavam sintomatologia dolorosa espontéanea, sendo que destes, 1

demonstrava aumento de volume local associado.

A Tabela 2 demonstra as frequéncias absoluta e relativa de deteccdo dos
genes de resisténcia a agentes antimicrobianos nos ecossistemas S, BS, D e RC, e

também a sua ocorréncia simultdnea em mais de um ambiente.

N&o foram detectados nas amostras os genes ampC, mecA, InuB e IsaB. Em
todos os ecossistemas, de ambos 0s grupos, foi detectada ao menos uma amostra
contendo gene de resisténcia as tetraciclinas, especialmente 0 gene tetQ.
Considerando-se um mesmo ecossistema, amostras de S, BS e D do G2 apresentaram
um numero mais expressivo de genes de resisténcia do que as amostras do G1, exceto

para RC.

Nenhum dos genes estudados foi detectado em todas as amostras de um
mesmo paciente. Observou-se detec¢cdo simultanea de um mesmo gene de resisténcia
aos pares, especialmente em ecossistemas contiguos. No Grupo 1, o gene tetQ foi
detectado em amostras pareadas de SB+D e D+RC. Ja o gene cfxA/cfxA2 foi
observado simultaneamente em D+RC. No Grupo 2, os genes tetM e tetQ foram

detectados simultaneamente em S+SB e SB+D.



Tabela 2. Frequéncias absoluta e relativa de deteccao de genes de resisténcia a agentes antimicrobianos em pacientes com necrose
pulpar e infecgéo endodontica, considerando-se os ecossistemas da cavidade bucal.

Grupo 1 - Antimicrobiano < 3 meses antes da coleta (n=3) Grupo 2 - Antimicrobiano >3 meses antes da coleta (n=5)

S SB D RC S+ SB SB+D D +RC S SB D RC S+BS BS+D D+RC
cfxA 0 0 3 1 (33,3%) 0 0 1 (33,3%) 0 0 1 (20%) 0 0 0 0
blaTEM 0 1 (33,3%) 0 1 (33,3%) 0 0 0 0 1(20%) 1 (20%) 0 0 1 (20%) 0
blaz 1 (33,3%) 0 1 0 0 0 0 0 0 2 (40%) 0 0 0 0
ampC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mecA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mefA 2 (66,7%) 0 0 1 (33,3%) 0 0 0 3 (60%) 0 2 0 0 0 0
ermB 0 0 0 1 (33,3%) 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
ermC 0 0 1(33,3%) 1 (33,3%) 0 0 0 0 0 2 1 (20%) 0 0 1 (20%)
tetQ 0 1(33,3%) 2(66,7%) 2 (66,7%) 0 1(33,3%) 2(66,7%) | 3(60%) 2 (40%) 4(80%) 1(20%) 2 (40%) 1(20%) 1(20%)
tetM 0 1 (33,3%) 0 2 0 0 0 1(20%) 1(20%) 3 (60%) 0 1(20%) 1 (20%) 0
tetw 1 (33,3%) 0 0 0 0 0 0 3 (60%) 0 1 (20%) 0 0 0 0
linB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IsaB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* S = saliva; SB = biofilme supragengival; D = dentina; RC = canal radicular.
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A Figura 1 apresenta os agrupamentos para amostras de saliva, biofilme
supragengival, dentina e canal radicular dos Grupos 1 e 2, considerando-se a presenca
dos genes de resisténcia aos agentes antimicrobianos, detectados por meio de PCR

gene-especifico.

N&o se observa um comportamento uniforme quanto ao perfil de

agrupamento de diferentes amostras de um mesmo participante. Cabe salientar que:

a) Em P1, P3, P5, e P8, os valores de similaridade entre os ecossistemas
séo baixos, assim: S # SB # D # RC;

b) Em P2 e P6, ha menores valores de similaridade entre as amostras de
saliva e biofilme supragengival, sendo que as amostras da dentina e do
canal radicular séo parecidas, assim: S # SB # (D = RC);

c) Em P4, ha igualdade entre amostras de saliva e biofilme supragengival, e
também entre dentina e canal radicular, assim: (S = SB) # (D = RC);

d) Em P7, h& igualdade entre amostras de saliva e biofilme supragengival,
sendo estas diferentes das de dentina e do canal radicular, assim:
(S=SB)# D # RC.

As amostras de canal radicular (RC) dos participantes P4, P5, P6 e P7

demonstraram ser idénticas quanto ao agrupamento, considerando-se a presenca dos

genes de resisténcia estudados.
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Figura 1. Dendograma correspondente ao agrupamento das amostras coletadas dos participantes, considerando-se a
similaridade quanto a presenca de genes de resisténcia em saliva (S), biofilme supragengival (SB), dentina (D) e canal
radicular (CR). Método de agrupamento UPGMA, indice de Similaridade de Bray-Curtis, Coeficiente cofenético = 0,9137.
Siglas em vermelho indicam as amostras dos participantes do Grupo 1. Cada simbolo € composto pelo nimero do
participante (de 1 a 8), seguido do ecossistema ao qual a amostra pertence (S, SB, D, ou RC).
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A presenca simultanea de genes de resisténcia a agentes antimicrobianos
na saliva dos participantes infantis (S) e de seus responsaveis (R) est4 apresentada na
Tabela 3. No G1, os genes mefA e tetW foram detectados simultaneamente em
amostras de saliva dos participantes infantis e dos responséaveis. No G2, os genes
mefA, tetQ e tetW foram detectados simultaneamente em amostras de saliva dos
participantes infantis e dos responsaveis. O numero de amostras positivas para a
presenca de genes de resisténcia parece ser maior para os responsaveis (R) do que

O N OO U0 b~ W N
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11

12

para os participantes infantis (S).

Tabela 3. Presenca de genes de resisténcia em amostras de saliva em criancas e em

seus parentes proximos.

Grupo 1 - Antimicrobiano <3 meses Grupo 2 - Antimicrobiano >3 meses

antes da coleta antes da coleta
(n=3) (n=5)
S R Simultaneo S R Simultaneo
cfxA 0 2 (66,7%) 0 0 0 0
blaTEM 0 0 0 0 0 0
blaz 1 (33,3%) 0 0 0 1 (20%) 0
ampC 0 0 0 0 0 0
mecA 0 0 0 0 0 0
mefA 2 (66,7%) 3 (100%) 2 (66,7%) 3(60%) 2 (40%) 2 (40%)
ermB 0 2 0 0 3 (60%) 0
ermC 0 1 (33,3%) 0 0 3 (60%) 0
tetQ 0 3 (100%) 0 3(60%) 4 (80%) 2 (40%)
tetM 0 2 (66,7%) 0 1(20%) 2 (40%) 0
tetw 1(33,3%) 3 (100%) 1 (33,3%) 3(60%) 3 (60%) 2 (40%)
linB 0 0 0 0 0 0
IsaB 0 0 0 0 0 0

A Figura 2 demonstra a similaridade entre as amostras de saliva coletadas
do participante infantil (P) e de seu responséavel (R), considerando-se a presenca dos
genes de resisténcia estudados. O maximo valor de similaridade observado entre
amostras pareadas de P e R foi de 0,55 (1P x 1R; 2P x 2R; 6P x 6R). As amostras
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1 pertencentes a 8P e 8M ndo demonstraram nenhuma similaridade. O valor para

2 mediana de similaridade observada foi de 0,275.

8-P
5-P
2.p
1-p
8-
6-P
7-R
2R
3-R
6-
1-R
3P
4-p
5-R
7-p
4-R

1.07
094
0.8+
0.7

0.6
0.5
0.4+

Similaridada

034

024

0.1+

0.0~

Figura 2. Dendograma correspondente ao agrupamento das amostras de saliva
coletadas dos participantes infantis (P) e dos seus responsaveis (R), considerando-se a
similaridade quanto a presenca de genes de resisténcia. Método de agrupamento
UPGMA, indice de Similaridade de Bray-Curtis, Coeficiente cofenético = 0,9028.
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Discusséao

Embora a quase totalidade da microbiota que se implanta na cavidade bucal
seja constituida de microrganismos de baixa viruléncia e de comportamento
anfibiontico [36], a cavidade bucal da crianga pode vir a receber, de diferentes fontes,
microrganismos exogenos, que podem se instalar de forma transitoria ou definitiva. A
composicdo das comunidades bacterianas na saliva de criangas com e sem lesdes de
carie se modifica com a idade e parece ser similar entre 0s membros de uma mesma
familia [37]. Demonstrou-se grande similaridade na presenca de grupos de compostos
resultantes do metabolismo bacteriano na saliva pacientes infantis gémeos,
especialmente quando apresentavam o mesmo tipo de denticdo [38]. A presenca de
patologias associadas ao biofiime dental parece modificar o ecossistema bucal.
Amostras de saliva, canal radicular infectado e abscesso apical agudo de um mesmo
paciente adulto demonstram composicdo microbiana com diferentes graus de
similaridade [39, 40].

Ainda ndo ha consenso na literatura de como a utilizacdo de agentes
antimicrobianos modula a estrutura do microbioma oral e a selecdo de microrganismos
e, consequentemente, a expressdao de seus fatores de viruléncia [15-17]. O
microbioma salivar parece demonstrar maior resiliéncia e capacidade de recuperacao
do que o microbioma intestinal apds a exposicdo a agentes antimicrobianos, por curto
periodo de tempo [17]. Ndo ha estudos na literatura que identifiquem a presenca de
genes de resisténcia a agentes antimicrobianos em S, SB, D e RC de pacientes com
infeccbes endodbnticas agudas. Moraes et al. (2015) [36] realizaram estudo
semelhante, porém avaliaram amostras de saliva, biofiilme supragengival e canal
radicular de pacientes adultos portadores de dentes com infec¢c6es endodoénticas aguda
ou cronica. Portanto, ha necessidade de se conhecer a distribuicdo dos genes de
resisténcia bacteriana aos principais grupos de antibidticos em saliva, biofilme
supragengival, dentina e canal radicular de pacientes infantis portadores de dentes
deciduos com infeccbes endoddnticas e também de amostras de saliva dos

responsaveis.
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Em estudo de revisdo sistematica da literatura, Moraes et al. (2015) [19]
relataram a presenca de 33 genes de resisténcia a antibidticos em amostras da
cavidade bucal em adultos e criangas: blaTEM; blaZ; cfxA; cfxA2; blaCMY2; ampC;
mecA; pbplA; pbp2X; pbp2B; ermA; ermB; ermC; ermE; ermV; tetM; tetO; tetQ); tetS;
tetW; tet32; tetA; tetB; tetC; tetD; tetK; tetL; vanA; vanB; vanC1; vanC2/3; vanD; vanE.
No presente estudo, foram selecionados 13 dos mais frequentes genes de resisténcia
aos agentes beta-lactamicos, lincosamidas, macrolideos e tetraciclinas. Os beta-
lactamicos sdo o0s agentes de primeira escolha para tratamento das infeccoes
endodonticas devido a sua eficacia, seguranca, acesso e conveniéncia para
administracdo [10, 41]. A clindamicina e a eritromicina pertencem ao grupo das
lincosamidas e macrolideos, respectivamente, e sao considerados antibiéticos de
segunda escolha, indicados para pacientes com alergia aos lactamicos [42]. As
tetraciclinas foram empregadas como complemento em tratamentos periodontais [43],
porém, recentemente, muitas bactérias de relevancia em infec¢cbes humanas
demonstram-se resistentes a elas [44]. Embora se tenha uma tendéncia a néo
prescricdo de tetraciclinas para criancas, estudo de Péyhonen et al. (2017) [45]
indicaram que o uso de doxiciclina em pacientes menores de 8 anos ndo induziu

manchamento em dentes permanentes.

Para a deteccdo da presenca dos genes, utilizou-se a técnica de PCR
direcionado a sequéncia especifica, em amostras representativa de ecossistemas orais
de pacientes infantis com infecc6es endoddnticas e de seus responsaveis. Esta técnica
permite a amplificacdo de sequéncia alvo de nucleotideos, a partir de acidos nucleicos
isolados de amostras clinicas, seguida da sua visualizacdo em géis que contém
corante fluorescente [46]. De acordo com a literatura, estudos realizaram a deteccéo de
genes de resisténcia a antibidticos tanto em amostras totais de um ecossistema [47,
48] ou em isolados clinicos de espécies bacterianas que podem carrea-los [49-53].
Porém, esta ndo € uma técnica quantitativa, e ndo permite que seja determinado se o
gene alvo esta ativo ou ndo [46]. A presenca ou auséncia do gene na amostra €
tradicionalmente apresentada nas formas de frequéncia absoluta e relativa, com testes
estatisticos de comparacdo das frequéncias entre os grupos [47-51]. Optou-se por

utilizar uma andlise multivariada para determinacdo da similaridade dos perfis da
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presenca de genes de resisténcia nas amostras estudadas, de um mesmo participante
(S x SB x D x RC); de um mesmo ecossistema para diferentes participantes; e entre a
saliva do participante (S) e do responsavel (R). Como resultado, os dados foram
apresentados em um dendograma, que ilustra esta proximidade, pois amostras mais
similares sdo combinadas para formar grupos. Esta andlise foi utilizada anteriormente
por Montagner et al. (2012) [54] para comparar a similaridade da distribuicdo de
espécies associadas as infeccbes endodonticas agudas, e também por Foxman et al.
(2014) [38] para comparar a similaridade entre amostras do metaboloma oral de

criangas.

As amostras coletadas de S, BS e D de pacientes que nao fizeram uso de
antibidtico previamente a consulta (G2) apresentaram uma maior diversidade de genes
de resisténcia detectaveis por meio de PCR. A utilizacdo de um agente antimicrobiano
parece ter modulado a presenca de espécies bacterianas, reduzindo também espécies
gue abrigavam genes de resisténcia. Cabe salientar que a presenca de genes de
resisténcia aos antibioticos em uma cepa bacteriana nao significa necessariamente que
a cepa sera resistente, mas que abriga o potencial para a sua expressado. Podem ser
citados os achados de Montagner et al. (2014) [55], quando gene de resisténcia a beta-
lactamicos cfxA/cfxA2 foi detectado em 2 isolados de infec¢cdes endodobnticas agudas,
mas apenas uma cepa expressava 0 gene. Entretanto, esses resultados devem ser
avaliados com cautela, pois Zaura et al. (2015) [17] indicam que a resiliéncia do
microbioma salivar € mais expressiva, demonstrando potencial de recuperacdo em

periodo de 7 dias.

No presente estudo, detectou-se ao menos uma amostra contendo gene de
resisténcia as tetraciclinas em todos os ecossistemas, sendo os mais frequentes os
genes tetQ e tetM. Lancaster et al. (2005) [51] isolaram bactérias de saliva e biofilme
supragengival em criangas e observaram que 15/18 participantes abrigavam genes de
resisténcia as tetraciclinas, especialmente tetM. Sanai et al. (2002) [50] isolou cepas de
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia/nigrescens do biofilme supragengival
de criancas e observaram em diferentes etapas do tratamento clinico, sendo que 55%

delas abrigavam tetQ. Em revisdo sistematica da literatura, Lang et al. (2016) [56]
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indicaram que 40% dos anaerobios estritos isolados de infec¢cdes endodonticas agudas
em pacientes adultos apresentavam-se resistentes as tetraciclinas. Assim, a analise
conjunta dos dados sugere que as cepas nao apenas carreguem 0s genes de

resisténcia, mas também os expressem.

Embora vérios genes de resisténcia aos betalactdmicos tenham sido
detectados em amostras orais [19], as bactérias isoladas de infec¢des orais agudas de
pacientes adultos demonstram baixas taxas de resisténcia laboratorial a esses agentes
[56]. No presente estudo, um numero reduzido de amostras abrigou os genes de
resisténcia cfxA, blaTEM, blaz, ampC, e mecA. Esses resultados parecem concordar
com relatos prévios na literatura. Ao estudarem amostras pareadas obtidas de
pacientes adultos com infec¢cdes endoddnticas, Moraes et al. (2015) [48] relataram que
0 gene cfxA/cfxA2 foi detectado mais frequentemente em saliva e biofilme
supragengival do que em canais radiculares. Montagner et al. (2014) [55] detectaram o
gene cfxA/cfxA2 em 2/26 amostras de canais radiculares de pacientes adultos,
portadores de infeccfes endoddnticas agudas. Os resultados laboratoriais das analises
das amostras parecem fornecer dados que suportem o uso de agentes beta-lactamicos
como agentes de primeira escolha como adjuvantes ao tratamento de infeccOes
endodobnticas agudas. Salienta-se que, também é importante avaliar a resposta clinica

de pacientes que por ventura apresentam genes de resisténcia a antibidticos desse
grupo.

Os genes de resisténcia aos macrolideos e as lincosamidas ndo foram
frequentemente detectados em S, SB, D e RC das amostras de pacientes infantis
estudadas. Ojo et al. (2004) [31] observaram que isolados da cavidade bucal e urina de
criancas saudaveis com baixa exposi¢cdo a antibiéticos no Japao carreavam o gene
mefA e ermB, em diferentes proporcdes. Nao ha estudo na literatura que indique a
frequéncia de deteccdo de genes de resisténcia as lincosamidas em ecossistemas

bucais de pacientes infantis.

Os genes estudados ndo foram detectados simultaneamente em todas as
amostras de S, SB, D e RC de um mesmo participante. Quando ocorre, a deteccao

simultdnea de um mesmo gene de resisténcia se da aos pares, especialmente em
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ecossistemas contiguos. Esse resultado € evidenciado pela auséncia de uniformidade
no perfil de agrupamento de diferentes amostras de um mesmo participante. As
amostras de um mesmo participante ndo formam um agrupamento Unico, distinto dos
demais. Estudos prévios que avaliaram amostras coletadas da boca e dentes em
adultos com infeccbes endodoOnticas indicam que cada ecossistema abriga
comunidades microbianas distintas [39, 40]. Montagner et a (2010) [40] coletaram
amostras de canal radicular e abscesso apical agudo de um mesmo paciente,
indicando que ha comunidades com composicdo e riquezas diferenciadas nesses
ecossistemas. Hsiao et al. (2012) [39] sugerem que amostras de abscesso apical
agudo e de canais radiculares infectados séo distintas de amostras de saliva de um
mesmo paciente, porém mais similares entre si. Os genes de resisténcia a tetraciclina
(tetW e tetQ) e mefA foram compartilhados por alguns participantes infantis e
responsaveis. Nao se observam grupamentos com grau de similaridade proximos para
os perfis da presenca de genes de resisténcia a agentes antimicrobianos na saliva do
paciente infantii e na saliva do responsavel. Ling et a. (2013) [57] avaliaram o
microbioma salivar de criancas e adultos saudaveis por meio de sequenciamento de
alto rendimento e sugeriram que ha diferencas composicionais evidentes. Portanto,
sugere-se que as provaveis diferencas na composi¢cao microbiana de S, SB, D, RC e R
influenciam o perfil distinto e Unico de distribuicdo dos genes de resisténcia nesses

ecossistemas.

A andlise dos resultados do presente estudo sugerem que ha maltiplos perfis
de distribuicdo de genes de resisténcia a agentes antimicrobianos em amostras de
ecossistemas bucais contiguos em um mesmo paciente portador de infeccdo
endodéntica. O mesmo comportamento foi observado para amostras de um mesmo

ecossistema bucal, obtidos de diferentes pacientes.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese teve como objetivo realizar a descricdo dos microrganismos
que j& foram isolados ou detectados em infeccbes endoddnticas de dentes deciduos
em pacientes infantis por meio de uma revisdo sistemética, além de avaliar a
composicdo bacteriana e a presenca de genes de resisténcia a antibidticos em
amostras de saliva, biofilme supragengival, dentina e céamara pulpar de dentes
deciduos com infec¢des endodénticas.

No Capitulo 1, apresentou-se uma revisao sistematica da literatura, que foi
conduzida com o objetivo obter informacdes detalhadas quanto aos grupos de
microrganismos identificados ou detectados em infec¢cdes endoddnticas presentes em
criangas com até 10 anos de idade. Dentre as limitagbes observadas na analise dos
resultados, podem-se citar as diferencas metodolégicas observadas entre os estudos,
como emprego de distintos materiais de coleta e técnicas para identificacdo dos
microrganismos, além de tamanhos amostrais variados, sem calculos prévios que o
justifiguem. Considerando os resultados, sugere-se que as infec¢cdes endoddnticas em
dentes deciduos sédo causadas por combinacfes de diversas espécies, confirmando a
sua natureza polibacteriana. Nao se pode considerar que haja um padréo relacionado a
composicao bacteriana nos estudos, pois ha uma tendéncia de os autores investigarem
grupos bacterianos ja conhecidos, especialmente as bactérias anaerdbias estritas.
Observou-se entdo a necessidade da realizacdo de estudo que empregasse métodos
gue permitissem a ampla caracterizacdo do microbioma, sem que as analises sejam

voltadas para um grupo especifico de microrganismos.

No Capitulo 2, apresentou-se a descricdo da diversidade bacteriana em
amostras de saliva, biofilme supragengival, dentina e canal radicular de dentes
deciduos com infeccBes endodoénticas. O estudo da riqueza e da abundancia de
espécies nas comunidades microbianas é de extrema importancia, ja que o
comportamento e a patogenicidade da comunidade é obviamente dependente da sua
diversidade. Foi possivel determinar as relacdo estruturais das comunidades

microbianas contiguas em ecossistemas relacionados ao sistema de canais radiculares
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de dentes deciduos. Empregou-se o método de PCR-RISA, garantindo uma andlise
mais completa e ndo direcionada a um grupo de espécisa bacterianas. Observou-se
gque cada ecossistema apresenta perfil composicional diferenciado, mesmo
pertencendo a um mesmo participante. Analises adicionais devem ser conduzidas com
métodos de sequenciamento de alto rendimento, com o intuito de caracterizar os
microrganismos compartilhados por esses ecossistemas e as integracdes de suas vias

metabdlicas e de patogenicidade.

No Capitulo 3, foram explorados um dos fatores de viruléncia que fornece
as bactérias a possibilidade de sobreviver a exposicdo de agentes letais as células.
Estudaram-se genes associados a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
pertencentes ao grupo dos beta-lactamicos, macrolideos, tetraciclinas e lincosamidas,
pois estes sdo frequentemente prescritos em Odontologia. Os genes de resisténcia a
tetraciclina e a eritromicina foram frequentemente detectados em amostras de
diferentes ecossistemas. Cabe salientar que a deteccéo de genes de resisténcia aos
antibidticos néo significa necessariamente resisténcia a eles, mas sim o potencial para
a expressao da proteina codificada. Nao ha uma distribuicdo homogénea destes genes
em S, SB, D e RC. Cada paciente parece apresentear um perfil inico de distribuicdo de
genes de resisténcia, e que nao € similar ao do responsavel que a conduziu até a

consulta.

Considerando-se os métodos empregados nos estudos, a analise conjunta
dos dados permite concluir que cada um dos ecossistemas da cavidade bucal de
criancas portadoras de infeccbes endodbnticas avaliado apresenta espécies
bacterianas e fatores de viruléncia distribuidos de forma Unica e distintas, a partir de

uma perspectiva de analise de diversidade.
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1.1858.788. A pesquisadora reapresenta como emenda.

Justificativa da emenda: Esta emenda tem como objetivo solicitar a inclusdo da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul como coparticipante ao projeto de pesquisa. O projeto jé foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Amazonas (Manaus, AM). Os procedimentos
que envolvem o recrutamento de participantes ocorrem apenas no Centro onde o projeto ja foi aprovado.
Serdo realizadas na UFRGS a analize |aboratorial das amostras coletadas. Atenciosamente, Francisco
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DO ESTADO DO AMAZONAS (UEA) (Continuacéo)

UEA UNIVERSIDADE DO ESTADO 3 Plataforme
ONIvERSIDADE DO AMAZONAS - UEA asil
AMAZONAS

Continuagio do Parscer 1.907.430

UEA em 17 de Agosto de 2015,

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Rizcos e beneficios - apresentados na primeira vers3o, conforme parecer nimero 1.188.788, emitido pelo
CEP UEA em 17 de Agosto de 2015

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Metodologia - apresentados na primeira versdo, conforme parecer nimero 1.188.788, emitido pelo CEP
UEA em 17 de Agosto de 2015.

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Termos de apresentac8o obrigatorios - apresentados na primeira versdo, conforme parecer ndmero
1.188.788, emitido pelo CEP UEA em 17 de Agosto de 2015.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Trata-ze de protocole de pesguisa envolvendo seres humanos, pertencente aoc grupo lIl, fora das dreas
tematicas especiais. Trata-se de emenda que tem o objetivo de inclusdo da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como coparticipante ao projeto de pesquisa. O protocolo esta completo e atende a
Resolugdo 466/12 do CNS. Diante do exposto somos pela aprovagdo.

Consideragies Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente, o CEP recomenda ao pesquisador: comunicar toda e qualgquer
alteragio do projeto e no termo de consentimento livre e esclarecido, para andlise das mudangas; informar
imediatamente qualguer evento adverso ocomido durante o desenvolvimento da pesguisa. O comité de ética
solicita a V. Sa., que encaminhe relatorios parcisis de andamento a cada 06 (seis) meses da pesquisa € ao
término. Og dados individuaizs de todas as etapas da pesquiza dever ser mantidos em local seguro por 5
anos para passivel auditoria dos drgdos competentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Informagoes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_841213( 23/01/2017 Aceito
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Folha de Rosto FOLHA DE ROSTO DOUTORADO.pdf | 24082015 Aceito
235113
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Qutros CURRICULO - MARIA BEATRIZ pdf 106/2015 Aceito
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SARMENTO. pdf D0:10:59
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Justificativa de
Auséncia
CQutros SARMENTO-ANEXO 1.docx 18/06/2015 Aceito
234111
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UFRGS - PRO-REITORIA DE
f") PESQUISA DA UNIVERSIDADE ‘%':WM ——
CEP FEDERAL DO RIO GRANDE DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigio Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizag&o de comunidades microbianas e avaliagio da distribuicdo dos genes de
resisténcia a agentes antimicrobianos em ecossistemas orais de pacientes infantiz e
zeu ndcleo familiar

Pesquisador: MAELKA SARMENTO

Area Temética:

Versao: 1

CAAE: 47029015.6.3001.5347

Instituigdo Proponente: Escola Superior de Ciéncias da Sadde da Universidade do Estado do
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.956.508

Apresentagio do Projeto:
Instituicdo proponente: Universidade do Estado do Amazonas
Instituico co-participe: UFRGS

A colonizagdo da cavidade oral comega tdo cedo quanto o nascimento, sendo gue neste momento a
microbiota oral & relativamente simples na sua composigdo. Entretanto, com a enupgéo dos dentes ocome
importante diferenciaco ecclogica da microbiota as quais podem ser influenciadas pela transmissdo de
microrganismos entre pais e criangas.

O objetive do projeto & caracterizar as comunidades microbianas e verificar a presenga de fatores de
resisténcia a agentes anfimicrobiancs em amostras da cavidade oral de criangas e adultos, pertencentes a
um mesmo nicleo familiar, na cidade de Manaus

Og procedimentos clinicos gerdo realizados na Policlinica de Odontologia da Universidade do Estado do
Amazronas, em Manaus, Amazonas (Apéndice 1). Os procedimentos laboratoriais serdo
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL (UFRGS) (Continuag&o)

UFRGS - PRO-REITORIA DE
1‘: PESQUISA DA UNIVERSIDADE ‘%""“"“""‘M e
CEP FEDERAL DO RIO GRANDE DO

Continuagao do Parecer 1.956.508

realizados no Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia Bucal da FO/IUFRGS

O tamanho amostral calculadeo foi de 12 individuos e, para compensar eventuais perdas, 3 individuos
(corespondendo a 25% do tamanho calculado) foram acrescentados @ amostra, obtendo-se um nimero
final de 15 individucs para realizagio deste estudo. Criangas com idade entre 3 a 10 anos, que
comparecerem a Policlinica de Odontologia da Universidade do Estado do Amazonas, em Manaus, AM,
apresentando incisives, caninos e molares deciduos com necrose pulpar.

Serdo realizadas: 1- Coleta de Saliva; 2- Coleta do Biofilme Supragengival; 3-Coleta do Canal Radicular; 4-
Coleta da saliva de membros do nacleo familiar. As amostras microbiologicas serdo introduzidas em tubos
plasticos, submetidas para isolamento do DNA microbiano seguida da técnica de PCR Simples para a
detecgdo da presenca dos genes associados ao desenvolvimento de resisténcia a agentes antimicrobianos.

Objetive da Pesquisa:

Caracterizar as comunidades microbianas e verificar a presenga de fatores de resisténcia a agentes
antimicrobianos em amostras da cavidade oral de criangas e adultos, pertencentes a um mesmo nicleo
familiar, na cidade de Manaus

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os principais riscos 30 0s inerentes ao procedimento reabilitador que deve ser realizado nos participantes
do estudo e um potencial desconforto dos demais membros familiares durante a coleta de material.
Entretanto, os participantes podem desistir de participar sem prejudicar o tratamento do paciente. Os
beneficios sdo indiretos & envolvem potenciais alternativas terapéuticas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto bem elaborado e relevante para o campo de atuagfo dos profissionais. Projeto previamente
aprovado por CEP da Universidade do Estado do Amazonas.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Os pesquisadores apresentaram TCLE adequado e demais autorizages das Instituicdes envolvidas.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Os participantes vinculados & Instituicio co-participe realizario os testes laboratoriais e o projeto encontra-

se adequado. Recomenda-se que, em adigdc ao TCLE, seja incluso um Terme de Assentimento, para os
eventuais participantes que sejam menores de idade.
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Bairro: Famoupilha CEP: @0.040-D80
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL (UFRGS) (Continuag&o)

UFRGS - PRO-REITORIA DE
1(? PESQUISA DA UNIVERSIDADE {%9,“ e
CEP FEDERAL DO RIO GRANDE DO

Continuagao do Panecer 1,356 508

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS 8412131 23/01/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 09.37-51
Oufros SARMENTO_Adendo pdf 230012017 | FRANCISCO Aceito

093057 [MONTAGMER
Folha de Rosto FOLHA DE ROSTO DOUTORADO. pdf 24/06/2015 Aceito
235113
Oufros ANEXO 2 pdf 106/2015 Aceito
16:27-25
Oufros CURRICULD - LUCIAMO 106/2015 Aceito
CASAGRAMDE pdf D0:16:03
Oufros CURRICULD - MARIA BEATRIZ pdf 106/2015 Aceito
DD 14:54
Oufros CURRICULO-FRANCISCOD 1W06/2015 Aceito
MONTAGNER. pdf D0:14:09
Outros CURRICULD - MAELKA 1W06/2015 Aceito
SARMENTO.pdf D0:10:59
TCLE/ Termos de  [SARMENTO-TCLEs.docx 18/06/2015 Aceito
Assentimento / 234127
Justificativa de
Auszéncia
Oufros SARMENTO-AMEXO 1.docx 18/06/2015 Aceito
234111
Oufros SARMENTO-APENDICE 3.docx 18/06/2015 Aceito
23:40:50
Oufros SARMENTO-APEMNDICE 1.docx 18/06/2015 Aceito
23:38:28
Projeto Detalhado /| | SARMENTO-PROJETO-CEP. doc 18/06/2015 Aceito
Brochura 233746
Investigador

Situagido do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da COMEP:
G

Enderego: Aw. Paulo Gama, 110 - Sala 217 do Prédio Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro

Bairro: Famoupilha CEP: 20.040-080
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3303-3738 Fax: (51)3308-4085 E-mail: eficagipropesq.ufigs br
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL (UFRGS) (Continuag&o)

UFRGS - PRO-REITORIA DE
‘(') PESQUISA DA UNIVERSIDADE ‘ -
CEP FEDERAL DO RIO GRANDE DO

Continuag3o do Parecer: 1.956.508

PORTO ALEGRE, 09 de Margo de 2017

Assinado por:
José Artur Bogo Chies
(Coordenador)
Enderego: Av. Paulo Gama, 110 - Sala 317 do Preédio Anexo 1 da Reitonia - Campus Centro
Bairro: Faroupibha CEP: 90.040-080
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3308-3728 Fax: (51)3308-4085 E-mail: etica@propesq.ufrgs br
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