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EVIDENCIACAO DE MICRORGANISMOS EM
TECIDOS DENTARIOS

A demonsira¢io de microrganis-
mos nas estruturas dentérias e peri
dentarias é de grande interésse pa-
ra Os varios campos de investiga-
cio, bem como para finalidades
didaticas.

No caso particular, em que o
material para estudo sio pecas den-
tarias constituidas por estruturas
mineralizadas, um aspecto impor-
tante a ser considerado é a obten-
¢io de bons cortes. Estes podem
ser obtidos quando se executa uma
boa técnica histolégica.

Visando a divulgacio da técnica
que temos executado, apresentamos
o presente trabalho.

Temos procurado evidenciar os
microrganismos nas diversas zonas
de carie. Molares e pré-molares com
caries oclusais, sio dentes que bas-
tante bem se prestam para a evi-
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denciacdo desejada, pois que nes-
ta situagido é que melhor se podem
observar as zonas em apréc¢o. En-
tretanto, nio é facil dispor-se de
pecas nestas condigdes, visto que
dentes acometidos de caries super-
ficiais ou mesmo profundas, ou ain-
da com atingimento pulpar, sio per-
feitamente recuperaveis pelos atuais
procedimentos técnicos, podendo vir
a serem reintegrados em sua im-
portante funcdo. Assim sendo, as
pecas que temos obtido procedem
de casos em que a extragdo é in-
dicada para fins terapéuticos, tais
como tratamentos protéticos ou or-
todonticos.

Procuramos evitar a limpeza
mecanica da cavidade de carie, pa-
ra ndo alterar a zona mais externa
do processo carie na dentina, ou
seja, a zona de peptonizacio, cons-
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tituida pelos restos organicos da
matriz descalcificada, coldonias bac-
terianas e restos alimentares.

Extraido o dente, ap6s ser la-
vado rapidamente em solucio fisio-
l6gica ¢ o mesmo fixado em for-
mol a 10%, durante 24 horas no
minimo.

Apoés a fixagao a peca é lavada
em agua cerrente aproximadamen-
te durante 12 horas, para depois
sofrer a agdo descalcificadora do
4cido nitrico numa solug¢io de 5%.

O tempo durante o qual se pro-
cessa a descalcificacdo varia com
o grau de mineralizacdo das estru-
turas. Este tempo varia entre 21 a
30 dias geralmente, com mudanca
da solucio descalcificadora de 3
em 3 dias. O grau de descalcifica-
¢ao é testado pela introducido de
agulha histoldgica para verificar a
resisténcia dos tecidos. E’ exata-
mente nésse passo da técnica his-
tologica, a descalcificagdo, que re-
side boa parte do sucesso para ob-
ter-se bons cortes, pois se nio ti-
vermos pec¢as suficientemente des-
calcificadas, dificil ou mesmo im-
possivel se torna obter cortes del-
gados como convém.

A desidratacio é feita pela sé-
rie crescente de alcoois, sendo que
apos o alcool 95, passamos por um
banho de alcool 95 e alcool butili-
co normal em partes iguais, e, cu-
tro banho de alcool butilico nor-
mal puro, para entio passar pelos
3 banhos de parafina (56 a 58°C)
e ser confeccionado o taco.

O alcool butilico normal ¢é des-
hidratante e¢ solvente da parafina;
pode ser empregado como substi-
tuto do alcool etilico e do xilol pa-

ra a deshidratagio e clarificacao da
peca.

Temos executado os cortes (6 a
8 micra) em micrétomo de guias.
Para a colagem temos empregado
a albumina fixadora de Mayer.

A coloracdo empregada, para
evidenciar os microrganismos, e
com o qual temos obtido resulta-
dos satisfatorios é a «Coloracio de
MAC CALLUM — GOODPASTURE
para bactérias em tecidos», descri-
ta no «Manual of Histologic and
Special Staining Technics» (3), co-
mo se segue:

Fixacdo: Qualquer tecido bem
fixado pode ser usado.

Técnica: Finos cortes em para-
fina. Podem ser usados cortes em
celoidina.

(Temos usado cortes, incluidos
em parafina, com espessura de 6 a
8 micra.).

Solug¢bes:

Corante de Goodpasture.

Fucsina basica — 0.59g

Anilina — 1.00cc

Cristais de fenol (fundidos) - 1.00ce
Alcool 30% — 100.00cc

Solucio iodada de Gram (Lugol).

Todo — 1.00g
Todeto de potassio — 2.00g
Agua distilada — 300.00cc

Solucdo de Violeta genciana de
Stirling.

Violeta genciana — 5.00g
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Abcool absoluto — 10.00ce
Anilina — 2.00cc
Agua distilada — 88.00cc

Selucdo staurada de. 4cido picrico

Acido picrico — 1.18g
Agua distilada — 100.00cc

Técnica de coloragdo:

1 Desparafinar e hidratar em:
xilol, 4lcool absoluto, alcool
95%, agua distilada.

2 Corante de Goodpasture, 10 mi-
nutos.

3 Lavar em agua distilada.

4 Diferenciar em formol puro por
poucos minutos. A cOr verme-
lho-viva desaparece sendo subs-
tituida por uma cor rosada.

5 Lavar em 4agua distilada.

6 Contrastar na solucao aquosa
saturada de acido picrico, 3 a
5 minutos.

7 Lavar em agua.

8 Diferenciar no alcool 95%.

9 Lavar em agua.

0 Violeta genciana de Stirling, 3
minutos.

11 Lavar em agua

12 Solucdo iodada de Gram (Lu-
gol), 1 minuto.

13 Secar suavemente com papel
filtro.

14 Lavar em solugdo de anilina-
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-xilol em partes iguais, até nio
desprender mais corante. 2 ou
mais lavagens.

15 Xilol, 2 mudangas.

16 Montar em balsamo do Canada.

Resultados:

Microrganismos Gram-positivos-
azul.

Microrganismos Gram-negativos-
vermelho.

Outros elementos — varias nun-
ces de vermelho a4 purpura.

Os tecidos tomam tonalidades d=
vermelho e purpura.

Apresentamos, a seguir, algumas
fotografias de pecas preparadas e
coradas pela maneira descrita:
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Fig. 1 — Aspecto topogrdfico de 29 pré-mo-
inferior com acentuada retra-

lar
¢do gengival devida a moléstia
periodontal.  Cédrie superficial na

porgdo cervical (vestibular). Au-

mento: 4,5 X.

nos canaliculos

da zona de invasdo
1.

Fig. 2 — Microrganismos

dentindrios
da cdrie mostrada na fig.

Aumento: 900 X.
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Fig. 3 — Aspecto topogréfico de molar in-
ferior com cdrie oclusal e abcesso
pulpar. Aumento: 5 X.

Fig. 4 — Microrganismos na zond periféri-
ca da cavidade do abcesso mos-

trado na fig. 3.
Aumento aproximado: 900 X.
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Fig. 5 — Aspecto topogrdfico de molar in-
ferior com cdrie oclusal.
Aumento: 5 X.

Fig. 6 — Zona de peptonizagdo (descalci-
ficagdo da matriz orgémica) da
cdrie mosirada na fig. 5, onde se
observam os microrganismos iso-
lados e em colénias nos focos de
ligliefagdo.

Aumento aproximado: 900 X.
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microrganismos
que foram corta-
Zona da cdrie

Fig. 7 — Observam-se  os

nos canaliculos
dos obliquamente.
mostrada na fig. 5.

Aumento aproximado: 900 X.
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