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“0 guerreiro contempla as duas colunas que estdo ao lado da
porta que pretende abrir.

Uma se chama Medo, outra se chama Desejo. O guerreiro
olha para a coluna do medo, e ali estd escrito: “vocé vai entrar

num mundo desconhecido e perigoso, onde tudo que aprendeu até
agora ndo servird para nada”.

O guerreiro olha para a coluna do Desejo, e ali estd escrito:
“vocé vai sair de um mundo conhecido, onde estio guardadas as
coisas que sempre quis, e pelas quais lutou tanto”.

O guerreiro sorri — porque ndo existe nada que o assuste, e

nada que o prenda. Com a seguranca de quem sabe o que quer, ele
abre a porta.”
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RESUMO

Canais radiculares infectados tipicamente abrigam uma microbiota mista, composta
principalmente por espécies anaerdbias. O papel das bactérias e seus subprodutos no
desenvolvimento e perpetuacdo das infecgdes endodonticas ja estd bem estabelecido.
Pesquisas tém sido realizadas para correlacionar a presenca de bactérias em canais
radiculares infectados com sinais e sintomas clinicos. A proposta do presente estudo foi
investigar a composi¢cdo da microbiota de canais radiculares infectados, associados a
abscessos periapicais, e a possivel correlagdo entre espécies bacterianas especificas com as
fases dos abscessos, além de realizar testes de sensibilidade antimicrobiana das bactérias
isoladas. As amostras microbiolégica foram coletadas de 30 canais radiculares usando pontas
de papel estéreis, transportadas em VMGA, diluidas, plagueadas e incubadas em cémara de
anaerobiose. Coldnias microbianas foram isoladas, caracterizadas e identificadas por
métodos padronizados. Cento e dezessete bactérias foram encontradas, sendo 75 (64,1%)
anaerdbias estritas. Uma ou mais (maximo de 10) espécies bacterianas foram encontradas
em 29 (96,6%) canais radiculares infectados associados a abscessos periapicais,
confirmando a caracteristica polimicrobiana das infeccoes endodénticas. As bactérias
anaerdbias mais freqlientemente isoladas foram: Pepfostreptococcus prevoti (43,3%),
Peptostreptococcus micros (30%), Fusobacterium necrophorum (23,3%). Embora menos
frequentes, bactérias facultativas como Gemella morbillorum (30%) e Streptococcus mitis
(20%) também foram encontradas. Contudo, a analise estatistica ndo encontrou relagcdo entre
presenca dos abscessos periapicais com qualquer das espécies bacterianas identificadas
(p>0,05). As espécies mais prevalentes Peptostreptococcus prevoli e Fusobacterium
necrophorum foram testadas quanto a suscetibilidade antimicrobiana através do método do E-
test, utilizando os seguintes antibidticos: benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina + acido
clavulanico, metronidazol e clindamicina. Ps. prevotii e F. necrophorum apresentaram-se
sensiveis a todos os antibidticos testados. Apesar da auséncia de significancia estatistica,
nossos resultados indicaram predomindncia de bactérias anaerébias Gram-positivas e a
presenca de microbiota mista nos canais radiculares infectados associados a abscessos
periapicais. Os testes de suscetibilidade antimicrobiana revelaram a presenca de
sensibilidade bacteriana entre as espécies Peptostreptococcus prevoti e Fusobacterium
necrophorum aos antibiéticos benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico,
metronidazol e clindamicina.

Palavras-Chave: Abscessos Periapicais; Bactérias; Canal Radicular; suscetibilidade
antimicrobiana.



ABSTRACT

BACTERIOLOGICAL STUDY OF ROOTS CANALS ASSOCIATED TO PERIAPICAL
ABSCESSES

Infected dental root canals typically harbour a mixed flora, including many
anaerobic species. The role of these microorganisms and their by-products in the
development and perpetuation of pulp and periapical diseases has already been well
established. Efforts have been made in order to correlate bacteria present in infected
dental root canals to clinical signs and symptoms. The present study was outlined to
identify microorganisms present in root canals associated to periapical abscesses, the
correlation specific bacteria species with the phases of this inflammatory acute process,
signs and symtoms and, to test the susceptibility of this microbiota to antibiotics.
Microbiological samples were collected from 30 root canals using sterile paper points,
transported in VMGA and diluted, plated and incubated in an anaerobic chamber.
Microbial colonies were then purified, characterised and identified by established
methods. One hundred seven different bacterial species were recovered, being 75
(64.1%) strict anaerobes or microphilic species. One or more (maximum of 10) bacterial
species were recovered from 29 (96.6%) root canals, showing the polymicrobial
characteristic of dental infections. The anaerobes most frequently isolated were:
Peptostreptococcus prevotii (43.3%), Peptostreptococcus micros (30%), Fusobactenum
necrophorum (23.3%). Although less frequent, facultative bacteria as Gemella morbillorum
(30%) e Streptococcus mitis (20%) were also found. However, statistical analysis by a
Pearson X° test or a one-sided Fishers exact test did not find statistical relationship
between any bacterial specie identified and the presence of periapical abscesses
(p>0.05). Antibiotic sensitivity of Peptostreptococcus prevoli e Fusobacterium
necrophorum was accomplished with the E-test System. These bacterial isolates were
tested for their susceptibility/resistance to benzylpenicilin, amoxiciln, amoxicilin combined
with clavulanate and clindamycin. The species Peptostreptococcus prevotii  and
Fusobacterium necrophorum were susceptible to all tested antibiotics. In spite of the lack
of statistical significance, our results indicated predominance of Gram-positive anaerobic
bacteria at the mixed microflora present in dental root canals associated with periapical
abscesses. Antibiotic susceptibility data showed Peptostreptococcus prevoti  and
Fusobacterium necrophorum susceptibility to all tested antibiotics.

KEY-WORDS: Periapical Abscess; Bacteria; Root Canals; Antibiotic Susceptibility
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INTRODUCAO

O tratamento dos canais radiculares tem como um dos objetivos principais
remover bactérias, subprodutos bacterianos e substratos, utilizando métodos
quimico-mecénicos adequados que consigam romper e destruir o ecossistema
microbiano, caso contrario, a infecgdo pode se estender até os tecidos

periapicais, causando altera¢des nesta regido.

Dentre as alteragbes periapicais encontram-se os abscessos periapicais,
que sdo reagbes inflamatérias agudas, caracterizadas por colegdes purulentas
localizadas, estando implicito o carater agudo de sua ocorréncia do ponto de vista
microscopico;, havendo presenga abundante de neutréfilos, amplas areas de
destruicdo tecidual e fendmenos vasculares exsudativos (CONSOLARO &

RIBEIRO, 1998).

O conhecimento da microbiota bacteriana associada aos abscessos
periapicais € importante no desenvolvimento e entendimento deste processo
patolégico, bem como, seu comportamento frente a diversos antimicrobianos,

podendo portanto, colaborar no desenvolvimento da pratica endoddntica.
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REVISAO DE LITERATURA

MICROBIOLOGIA E A ENDODONTIA

Existe uma estreita relacdo entre Microbiologia e Endodontia, pois
microrganismos estdo envolvidos nas doengas pulpares e periapicais. Sendo
assim, a terapia endodbdntica é essencialmente um procedimento de
debridamento e descontaminagdo. O conhecimento da microbiota endodéntica é

crucial para o sucesso do tratamento dos canais radiculares (WEINE, 1989).

Em 1894, MILLER relatou a associacdo entre bactérias e as alteragbes
pulpares e perirradiculares apds analise de amostras microbiolégicas coletadas
de canais radiculares, identificando grande variedade de células bacterianas,

compreendendo os trés tipos morfoldgicos conhecidos: cocos, bacilos e espirilos.

ONDERDONK (1901) foi o primeiro a sugerir a realizagdo de culturas
microbiologica dos canais radiculares para determinar a presenca de bactérias,

relacionando esta situagio com o sucesso endodontico.

COOLIDGE (1919) defendeu que a cultura microbiolégica deveria ser
adaptada como procedimento de rotina clinica na terapia endodontica. Assim, o
sucesso do tratamento endodoéntico dependeria da esterilidade do canal radicular,

confirmado pela cultura bacteriana antes da obturagdo. Com o passar dos tempos

15



foram surgindo opinides contrarias & necessidade de se fazer esse procedimento
para se obter o sucesso endoddntico (BENDER et al., 1964; MORSE, 1971). O
interesse na microbiota do canal radicular se renovou especialmente apés ©
isolamento de bactérias anaerdbias estritas de pigmento preto da polpa dental, e
a associagao destes microrganismos com aspectos clinicos (SUNDQVIST, 1976;
YOSHIDA et al., 1987; GOMES, 1995). Estes estudos mostram que a cultura
microbiolégica tem seu lugar na Endodontia atual. A lesé@o periapical persistente,
canal umido, dor, entre outros, podem ser indicadores para a cultura de canais
radiculares, tanto no diagnéstico quanto na escolha do antimicrobiano a ser

empregado (MORSE, 1970).

Até a metade dos anos 70, acreditava-se que a doenga periapical era
causada principalmente por bactérias anaerdbias facultativas. Todavia, com o
advento dos métodos para cultura microbioldgica estritamente anaerébia, tornou-
se evidente que a doenca periapical & polimicrobiana, dominada por bactérias
anaerdbias. Assim, constantes melhorias nas técnicas microbiolégicas,
especialmente facilitando o estudo de anaerébios estritos, tém aumentado o
conhecimento sobre bactérias especificas nas doengas pulpares e periapicais.
Além disso, recentes avangos nos métodos de cultura e identificagdo bacteriana

tém feito com que a microbiologia endoddntica esteja mais acessivel.

KANTZ & HENRY (1974) introduziram a técnica para cultura anaerdbia,
utilizando para isso o0 meio de transporte “Reduced Transport Fastidious” (RTF).

Na coleta microbiana colocaram o RTF no interior do canal radicular, e em
16



seguida realizaram a coleta com pontas de papel absorvente, possibilitando a
identificagcdo de anaerdbios nos tecidos pulpares e periapicais. A respeito disso, 0
surgimento de “kits” comerciais para a identificagdo de microrganismos, inclusive
anaerdbios estritos, tem permitido analises rapidas, seguras e economicamente
viaveis. Os “kits” de identificagcdo sdo baseados em testes biogquimicos distintos
através de reacdes enzimaticas. A interpretacdo dos resultados dos testes
enzimaticos ndo é complicada, devido as varias reagdes que ocorrem no
complexo meio de cultura contendo o substrato (VAN WINKELHOFF et al.,
1988). Além do mais, segundo GOMES et al., 1994b os “kits” comerciais também
evitam muitos problemas que podem ocorrer pelas variagdes interlaboratoriais,

por exemplo os reagentes utilizados.
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ROTAS DE ACESSO DOS MICRORGANISMOS NOS CANAIS RADICULARES

A condigdo pulpar € fator importante na suscetibilidade & invaséo
microbiana. Polpas vivas si0 mais resistentes a invasdo microbiana, podendo
dificultar e até impedir a penetragdo de microrganismos. Ja, polpas necréticas sao
rapidamente invadidas e colonizadas por bactérias pois, a falta de circulagédo
sangliinea, compromete os mecanismos de defesa do hospedeiro, e os produtos
da degradacdo pulpar servem como nutrientes essenciais a sobrevivéncia de
microrganismos (CVEK, 1978). Da mesma forma, TAKAHASHI (1998) considera
os canais radiculares, com polpa necrética, ambiente favoravel a colonizagédo e
proliferagdo bacteriana, devido a auséncia de circulagdo sanglinea e a
possibilidade de estagnacao e degradacao de componentes protéicos dos fluidos
tissulares. Estes podem transformar-se em substratos necessarios para a
sobrevivéncia de microrganismos, desencadeando reacdes de defesa no

hospedeiro, caracterizadas pelo desenvolvimento de les&o periapical.

A invasdo microbiana até a cavidade pulpar pode seguir varios caminhos,
dentre eles: carie dental, tbulos dentinarios expostos, exposi¢do pulpar direta,
procedimentos restauradores, canais laterais de dentes com comprometimento
periodontal, e através da corrente sangiliinea, denominada via anacorética
(BERGENHOLTZ, 1981). A via mais comum de contaminacgdo € a carie dental,
induzindo sucessivas respostas inflamatérias no tecido pulpar, terminando com a
necrose da polpa, caso nao sejam adotadas medidas terapéuticas (SUNDQVIST,
1992a).
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Teoricamente, a comunicagdo entre a polpa e o ligamento periodontal
ocorre através de foraminas, deltas apicais, canais laterais, acessoérios, e
interradiculares e, os tubulos dentindrios (DONGARI & LAMBRIANIDIS, 1988).
Embora uma relagéo de causa e efeito exista entre infecgdo do canal radicular e
lesbGes laterais ou periapicais, a penetragdo de bactérias em dire¢do a polpa
durante a doenga periodontal € um tema de controvérsias e investigacdes
'(TORABINEJAD & KIGER, 1985). Outros exemplos desta comunicagdo pode
ocorrer através de reabsor¢do radicular externa, fraturas, procedimentos

iatrogénicos, entre outros (GOMES, 1995).

De acordo com CSERNYEI (1939) a contaminagdo pulpar pode ocorrer por
via anacorética, pois bactérias presentes na corrente sangiiinea tém a capacidade
de localizar e colonizar areas de polpa inflamada de dentes traumatizados mesmo
ndo havendo exposi¢do pulpar a cavidade oral. Se a resisténcia do hospedeiro
nao for suficientemente competente para erradica-las, estas bactérias e seus

produtos téxicos persistem e induzem um processo inflamatorio destrutivo.

Segundo WHITE (1976) existe também a hipétese de que bactérias de
dentes adjacentes podem invadir a polpa de dentes saudaveis via forame apical,
causando inflamagdo ou mesmo a necrose da polpa. SUNDQVIST (1976)
investigando amostras microbiolégica de 32 dentes traumatizados com polpa
necrotica e coroas intactas, verificou a prevaléncia de 90% de anaerdébios estritos

do total das cepas isoladas.
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KAKEHASHI et al. (1965) expuseram polpas vitais de dentes de ratos
germ-free e convencionais, ao meio bucal. Nos ratos convencionais observaram a
necrose da polpa, seguida de inflamacdo e formagao de leséo periapical. Quando
os mesmos procedimentos foram realizados em ratos germ-free, as polpas
permaneceram vitais com minima inflamagao, além das cavidades preparadas
com brocas terem sido reparadas com formagao de pontes de dentina. O estudo
demonstrou que sem a presenga de bactérias e seus produtos, as lesdes
periapicais de origem endodéntica ndo ocorrem. A confirmagéo veio com o estudo
feito por MOLLER et al. (1981) em nove macacos, no qual se observou que
polpas necréticas sem infeccdo ndo induziam reagdes inflamatérias ou formagéo
de lesbes periapicais. Todavia, se o tecido pulpar fosse infectado, ocorria a
formacéo de lesbes periapicais e inflamacao nos tecidos apicais. Esses achados
foram confirmados posteriormente por BYSTROM & SUNDQVIST (1983) e
BAUMGARTNER & FALKLER (1991), constatando a prevaléncia de bactérias
anaerdbias estritas nos canais radiculares infectados, inciusive nos 5,0 mm

apicais.

Além do mais, KORZEN et al. (1974) demonstraram que infecgbes mistas
desencadeiam processos patoldgicos periapicais mais complexos, e nao
monoinfecgdes. FABRICIUS et al. (1982) confirmam este parecer ao inocularem
cepas bacterianas isoladas e em varias combinagdes no interior de canais
radiculares de macacos. As bactérias inoculadas isoladamente, mostraram
formacgao de lesdes periapicais discretas, ja quando inoculadas em associagoes,
originaram reacdes periapicais mais severas. Portanto, a doenga periapical é o
resultado da presenga de bactérias, seus produtos e a resposta do hospedeiro.
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INTERACOES BACTERIANAS

Sabe-se que as infecgdes endodbnticas sdo geraimente mistas, com as
espécies bacterianas possuindo viruléncia variavel. O baixo teor de oxigénio na
cavidade pulpar, os nutrientes disponiveis e as interacdes bacterianas sio

determinantes ecolégicos da microbiota endodontica (SUNDQVIST,1992 a, b).

Microrganismos s&o freqlentemente classificados como anaerébios
facultativos ou anaerdbios estritos, de acordo com sua capacidade de
crescimento na presenga ou na auséncia de oxigénio. Porém, uma taxa de
toleréncia para o oxigénio ocorre entre 0s anaerdbios estritos. Entretanto, os
aerébios estritos sdo raramente encontrados na cavidade oral. Além disso,
existem alguns organismos que séo capnofilicos (necessitam de COy) e outros
que sdo microaerofilicos (aqueles que necessitam de baixa concentragdo de

oxigénio para o crescimento) (SUNDQVIST, 1992b; GOMES, 1995).

A concentragdo de oxigénio é considerada o principal fator que limita o
crescimento de anaerdbios estritos. Oxigénio € o mais comum e o mais disponivel
receptor de elétron na maioria dos ambientes microbianos e sua presenga resulta
na oxidagdo do habitat. Espécies anaerdbias necessitam de condi¢gdes reduzidas
para 0 seu metabolismo normal; além do mais, a quantidade de 6xido-redugdo na

area é que controla a sobrevivéncia dos anaerobios (GOMES, 1995).

As interacées entre as espécies bacterianas presentes nos canais
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radiculares infectados podem ser positivas, quando uma espécie bacteriana utiliza
como nutriente, subprodutos metabdlicos de outra, por exemplo o crescimento de
bactérias pigmentadas de preto é necessario a producao de vitamina K e hemina
de outras bactérias (GOMES, 1995). Por outro lado, alguns subprodutos podem
agir como toxinas, dependendo das espécies de bactérias que os produzem e de
suas concentracbes no ecossistema do canal radicular (SUNDQVIST, 1992a;
GOMES et al.,, 1994b). Desta forma, as interagbes bacterianas também podem
ter efeito negativo, inibindo o crescimento de certas espécies e aumentando as
chances do hospedeiro reagir contra 0 agente infeccioso e restaurar a sua saude

(GOMES, 1995).
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GRUPOS BACTERIANOS

As infecgbes endoddnticas sdo polimicrobianas, embora mais de 100
espécies diferentes tenham sido isoladas de canais radiculares, a microbiota
endododntica € dominada por bactérias anaerobias, das quais usualmente sé estéo
presentes no canal radicular entre 1 a 12 espécies, sendo que o numero de
espécies bacterianas € maior em dentes com lesOes periapicais (SUNDQVIST,

1992a b; SUNDQVIST, 1994).

Parece evidente que existem condigbes seletivas nos canais radiculares,
provavelmente criadas pela necrose pulpar, que favorecem a infec¢do por
bactérias anaerdbias em relagdo aos aerdbios. Estas condigbes sdo dependentes
do teor de oxigénio e do desenvolvimento de um baixo potencial de oxido-
reducdo, da disponibilidade de nutrientes e das interagdes bacterianas
(SUNDQVIST, 1992a b). As bactérias anaerbbias facultativas, como os
Streptococcus spp.., fazem parte desta microbiota, localizando-se principalmente,
no ter¢o coronério do canal radicular, em dentes com camara pulpar exposta a
cavidade oral por céries. J& as bactérias aerdbias, podem estar presentes em
menor freqliéncia, contudo, podem ser introduzidas para o interior dos canais

durante as diversas fases do tratamento endodéntico (SUNDQVIST, 1994).

Na microbiota do canal radicular infectado (TABELA 1), os géneros
bacterianos mais comumente isolados s3o os anaerdbios facultativos

Streptococcus e 0s géneros relacionados tais como Enterococcus € Gemella, € os
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anaerdbios estritos como Peptostreptococcus, Bacteroides, Prevotella,
Pophyromonas, Fusobacterium, Eubacterium, Actinomyces, Lactobacillus,
Propionibacterium, Bifidobacterium, Veillonella e Capnocytophaga. Também tém
sido encontrados menos frequentemente os géneros Neisseria, Haemophilus,
Eikenella, Staphylococcus, Mitsuokella e Wollinella. Ocasionalmente é relatado a
presenca dos géneros facultativos como Enterobacter, Bacillus, Tissierella,
Campylobacter e Actinobacillus. Mais raramente sido isolados os facultativos
Hafnia, Salmonella, Proteus, Aerobacter e Alcaligenes, e o0s aerdbios
Mycobacteria, Nocardia, Mima, Pseudomonas, e Micrococcus. Hafnia ndo é
normalmente encontrada na boca, mas pode estar presente como um

contaminante da agua usada nas tubulagdes do equipo odontolégico (MORSE,

1987; SUNDQVIST, 1994; GOMES, 1995).
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TABELA 1 - Bactérias comumente isoladas de polpas necréticas infectadas.

(GOMES, 1995)

Bastonetes Gram-negativos Porphyromonas P. gingivalis
P. endodontalis
Prevotella P. intermedia
P. melaninogenica
P. oralis
P. oris
P. buccae
Fusobacterium F. nucleatum
F. necrophorum
Selenomonas S. sputigena
Campylobacter C. sputorum
C. recta
Bastonetes Gram-positivos Eubacterium E. alactolyticum
Propionibacterium P. acnes
Lactobacillus L. catenaforme
L. plantarum
Actnomyces A .israelli
A . viscosus
Cocos Gram-positivos Peptostreptococcus P. anaerobius
P. micros
P. prevoti,
P. magnus
Cocos Gram-negativos Veillonella V. parvula
U000 AR
Bagiérias A shias Facultati _
Cocos Gram-positivos Streptococcus S. mitis
S. anginosus
S. constellatus
S. intermedius
S. oralis
Enterococcus E. faecalis
E. faecium
Bastonetes Gram-negativos Eikenella E.corrodens
Capnocytophaga C. gingivalis
Cocos Gram-negativos Neisseria N.sicca
N.flava
Bastonetes Gram-positivos Corynebacterium C.xerosis
Lactobacillus L.acidophilus
Actinomyces A .naeslundii




Algumas bactérias que ndo se consegue identificar também s&o descritas
em varios estudos (KANTZ & HENRY, 1974; SUNDQVIST, 1976; ZAVISTOSKI
et al., 1980; BYSTROM & SUNDAQVIST, 1983; SUNDQVIST et al., 1989;
HAAPASALO, 1989; SATO et al., 1983).

Raramente, tem sido relatado a presenca de espiroquetas em canais
radiculares infectados. Contudo, THILO et al. (1986) utilizando a microscopia de
campo escuro relataram a presenca de 6% de espiroquetas em canais
radiculares. NAIR (1987), por meio da microscopia 6ptica e eletrénica em dentes
com tecido pulpar necrético e periapicalmente afetados, observou a presenga de
espiroquetas em canais radiculares, relatando que quando os microrganismos
atingiam o corpo da lesdo, havia reagdo por polimorfonucieares (PMN) e
formacdo de abscessos. Do mesmo modo TROPE et al. (1988) estudando o
diagnéstico de diferenciagdo de exsudato de abscesso endoddntico e periodontal

encontraram espiroquetas em canais radiculares.
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ABSCESSOS PERIAPICAIS

Definigdo e diagnéstico clinico

O tratamento endoddntico tem como um dos objetivos principais, remover
bactérias, subprodutos bacterianos e substratos organicos e inorganicos,
utilizando substancias quimicas e instrumentos adequados que consigam romper
e destruir o ecossistema microbiano presentes no sistema de canais radiculares.
Quando as bactérias e/ou suas toxinas atingem a regido periapical causam uma
resposta inflamatéria inicial, que quando nao tratadas corretamente podem evoluir

para a formagé&o dos abscessos periapicais agudos.

De acordo com CONSOLARO & RIBEIRO (1998) abscessos periapicais
sdo reacgOes inflamatérias agudas, caracterizadas por colegdes purulentas
localizadas, estando implicito o carater agudo de sua ocorréncia do ponto de vista
microscopico, havendo presen¢a abundante de neutréfilos, amplas areas de
destruigdo tecidual e fendmenos vasculares exsudativos. Assim, os termos agudo
e cronico a frente de abscesso dento-alveolar referem-se as caracteristicas
clinicas. Portanto, microscopicamente, a definicdo de um quadro agudo esta

explicito na palavra abscesso.

O diagnéstico clinico de abscesso dento-alveolar agudo caracteriza-se pelo
subito aparecimento de um quadro altamente sintomatico, levando a

incapacitagdo do paciente a sua rotina diaria. Ja, abscesso dento-alveolar crénico
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traduz quadros clinicos com baixa sintomatologia, e longa duragdo, ndo

interferindo no dia a dia do paciente (CONSOLARO & RIBEIRO, 1998).

COHEN & BURNS (1998) definem abscesso como um actimulo localizado
de pus, 0 que microscopicamente & uma composi¢ao de células mortas, residuos,
neutrofilos (polimorfonucleares-PMN) e macroéfagos. Clinicamente, ocorrem graus
variados de tumefagdo, com ou sem dor, podendo ocorrer elevagdo da
temperatura. O corpo reage a esta agressdo tentando estabelecer a drenagem
tanto intra-oral quanto extra-oral. Se a drenagem néo for eficaz, o abscesso pode
se estender para os espagos ou planos faciais da cabega e do pescogo, formando
uma celulite. Ainda segundo estes autores, uma reagéo periapical radiografica
presente com resposta inflamatdria aguda superposta a lesdo cronica
preexistente, recebe a denominagéo de abscesso fénix. Este tipo de abscesso é
uma exacerbagido aguda de uma inflamagao cronica ja existente. Se o processo
agudo ndo for tratado e ndo cicatrizar, a reagdo se toma crbnica. Tal
transformaco envolve tanto a duracédo quanto a populagao celular. O processo
inflamatério agudo é uma reagéo exsudativa, enquanto o processo cronico € uma
reagcdo proliferativa. Microscopicamente, sdo caracteristicas deste utimo, a
prolifera¢@o de fibroblastos, elementos vasculares e a infltragdo de macréfagos e
linfocitos. Além da reacdo inflamatéria cronica, os macrofagos e linfécitos

provocam resposta imune. Enquanto que, presenca de neutréfilos e macréfagos

caracteriazam o processo agudo.
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DE DEUS (1992) conceitua abscesso periapical como uma colegédo
purulenta circunscrita envolvendo os tecidos que circundam a porgdo apical de

um dente ou zona periapical.

Fases Evolutivas Patogénicas

Uma das maneiras de se classificar os abscessos periapicais é
principalmente quanto a localizagdo clinica em que ele se encontra no paciente,
podendo ser dividido em intra-oral e extra-oral. Os abscessos intra-orais podem
ser encontrados nas fases intra-Gssea, subperiéstea, submucosa (difusa ou

localizada) e fistulada e os extra-orais em difuso e localizado.

A fase intra-Ossea caracteriza-se por apresentar a colegdo purulenta
circunscrita & regido periapical avangando para 0s espagcos medulares
obedecendo ao principio da menor resisténcia. Na fase subperiosteal a cortical
Ossea apresenta-se reabsorvida, perfurada localmente e o exsudato purulento
infiltra-se na interface periésteo/cortical. Mesmo sem o rompimento do peribsteo,
subprodutos bacterianos podem permear e agredir os tecidos moles adjacente,
provocando edema, mas sem pus. Ja na fase submucosa, o pus se difunde pelos
tecidos moles. Finalmente, na fistulizagéo ocorre a proximidade do pus ao epitélio,
provocando sua necrose e havendo drenagem espéntanea para superficie
perfurada. A fistulizag&o do abscesso caracteriza a ultima fase patogénica que se

estabelece no quadro clinico (CONSOLARO & RIBEIRO, 1998).
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Contudo, DE DEUS (1992) divide as fases dos abscessos periapicais em
aguda e cronica. No abscesso agudo, considera o pus confinado a regido
periapical como a fase intra-6ssea. O pus procura caminho de menor resisténcia
para sair e enquanto isto ocorre, produz um aumento de pressdo sobre o
pericemento causando, em pouco tempo, dor severa. Na continuidade do
processo, o pus tenta perfurar o osso cortical e se acumula sob o periésteo,
caracterizando a fase subperiosteal. Passa rapidamente pela fase submucosa e
quando consegue exteriorizar-se o faz por meio da formagéo de uma fistula,
havendo diminuicdo ou desaparecimento da dor. A permanéncia deste quadro
clinico por um tempo, passa a caracterizar um abscesso crénico, que &€ um
processo supurativo crénico instalado na regido do periapice, geralmente

assintomatico, podendo eventualmente evoluir para uma exacerbagédo aguda.

Aspectos Clinicos

Todos os abscessos periapicais evoluem a partir de uma pericementite
apical, visto que estas duas entidades clinicas s&o estagios do mesmo processo

patolégico; logo suas causas sdo comuns (CONSOLARO & RIBEIRO, 1998).

A necrose pulpar faz parte do quadro clinico caracteristico do abscesso
periapical, mesmos nos casos cuja evolugdo se da a partir de pericementites
apicais por traumatismos acidentais e operatérios, movimentagdo dentaria
induzida ou oclusdo traumatica. No entanto, a quase totalidade dos abscessos

periapicais é resultante da evolugado da carie dentaria para necrose pulpar, com
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posterior envolvimento periapical pelas bactérias e seus produtos. E com o
estabelecimento de microabscessos, observadas na microscopia Optica, que
diferencia-se a pericementite apical aguda do abscesso periapical agudo. Do
ponto de vista clinico, distinguir precisamente este momento & impossivel

(CONSOLARO & RIBEIRO, 1998).

Os principais aspectos clinicos da fase aguda sdo: rubor (dilatacdo dos
vasos), tumor (evasdo de fluido vascular para os tecidos causando edema), dor
(liberagdo de mediadores da dor como a bradicinina e press&o do tecido devido a
hiperemia e ao edema), calor (aumento do suprimento sangliineo para os tecidos
lesionados) e perda da fung¢do (devido a dor e ao edema). Observa-se presencga
de sensibilidade ao teste de percussdo e mobilidade dental. A cronificagdo do
abscesso periapical ocorre com a instalagdao da fistula. A sintomatologia diminui
ou desaparece. A sensibilidade a percussdo vertical, encontra-se ausente ou

reduzida (COHEN & BURNS, 1998).

Aspectos Radiograficos

Quanto aos aspectos radiograficos do abscesso periapical em geral, na
fase aguda ndo apresenta sinais radiograficos significantes. Em alguns casos
pode se observar espessamento apical do espago periodontal. J& na fase cronica,
o abscesso periapical revela uma area de reabsorgdo 6ssea difusa, muitas vezes
de dificil delimitagdo, podendo se observar perda da continuidade da cortical

ossea alveolar (CONSOLARO & RIBEIRO, 1998).
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Em algumas situacdes, o abscesso periapical agudo é secundario a um
granuloma ou a um abscesso cronico preexistentes. Nestes casos a imagem

radiografica quase sempre corresponde a lesdo primaria (CONSOLARO &

RIBEIRO, 1998).

O diagnéstico definitivo de abscesso periapical agudo e cronico deve ser
realizado a partir da associagdo do exame clinico com a analise radiografica e

nunca isoladamente (CONSOLARO & RIBEIRO, 1998).

DE DEUS (1992) afirma que no caso do abscesso agudo a radiografia
pode ser negativa ou mostrar espessamento do pericemento apical ou ao longo
deste e, ainda, areas radiollGcidas maiores, representadas pelas lesdes
periapicais cronicas que se tornaram agudas. No abscesso cronico pode ser
observado espessamento do pericemento apical ou mesmo uma area radiollcida
de rarefagéo difusa do osso, podendo variar desde uma pequena lesdo até uma

perda 6ssea maior. A reabsorgao externa da parte apical da raiz pode também ser

eventualmente observada.

Tratamento

O tratamento dos abscessos periapicais resume-se na eliminagdo de
microrganismos do interior do canal, através de adequado tratamento

endodontico, sendo que, em alguns casos, existe a necessidade de drenagem
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através do dente ou dos tecidos moles e antibioticoterapia.

Em resumo, a doenga periapical é causada pela combinagdo de bactérias
geralmente anaerdbias, produtos bacterianos, e a resposta do hospedeiro a eles.
Os diagnésticos periapicais diferentes apenas refletem os diferentes estagios na
resposta inflamatéria. Estas lesdes ndo sdo estéticas, podendo sofrer alteragoes
constantes. Sao estaticas somente quando vistas ao microscopio (COHENS&

BURNS, 1998).

Complicac¢oes e consegqiiéncias clinicas

N2o instituida a terapia adequada para o tratamento dos abscessos
periapicais, estes podem evoluir para complicagbes e conseqiiéncias clinicas
indesejaveis, como por exemplo, osteomielite aguda e crénica purulenta, sinusite
maxilar aguda e crbnica, angina de Ludwig, periostite ossificante (CONSOLARO
& RIBEIRO, 1998). DE DEUS (1992) afirma que a difusdo da infecgdo do
abscesso periapical agudo, durante a sua fase evolutiva, depende de fatores
como. a época em que se inicia o tratamento ou a drenagem, tipos de
microrganismos envolvidos, estado geral do paciente, comprimento e situacdo
anatémica do dente afetado no arco, espessura da lamina cortical e inser¢des
musculares (que podem determinar a rota tomada pela infeccdo em certos

espacos dos tecidos).
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ABSCESSOS PERIAPICAIS E AS BACTERIAS

O conhecimento das bactérias associadas aos abscessos periapicais €
importante no desenvolvimento e entendimento deste processo patoldgico, bem

como, o antimicrobiano eficaz contra tais bactérias (GOMES, 1995).

A microbiota dos canais radiculares tornou-se novamente tema de
pesquisas apds bactérias anaerdbias de pigmento preto serem isoladas de polpas
dentais infectadas (incluindo as espécies de Prevotella e Porphyromonas), e da
correlagdo destas bactérias com os aspectos clinicos tais como dor, mal odor,
exsudato, formacdo de abscessos, presengca de fistula, entre outros

(SUNDQVIST, 1976; GOMES et al. 1994a).

Estudos tém confirmado a associacdo de uma ou mais espécies de
bactérias de pigmento preto com abscessos de origem endoddntica, e que a
microbiota presente em dentes com fistula € predominantemente mista e

anaerébia (VAN WINKENLHOFF et al., 1985; HAAPASALO et al., 1987).

VAN STEENBERGEN et al. (1982), estudando a viruléncia das bactérias
em monoculturas, relataram que P. intermedia causou abscessos localizados
enquanto que P. endodontalis e P. gingivalis causaram apenas processos
inflamatérios mais discretos. SUNDQVIST et al. (1989) afirmam que P. gingivalis
esta relacionada a produgdo e rapida disseminagdo de abscesso, enquanto P.

intermedia e P. endodontalis causam abscessos localizados, sugerindo que a
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infeccdo mista do canal radicular com P. intermedia, P. endodontalis ou
P.gingivalis aumenta o risco de se desenvolver uma inflamagao purulenta apical.
SIQUEIRA et al. (1998) observaram que nenhuma das bactérias testadas (P.
intermedia, P. nigrescens, P. endodontalis, F. nucleatum, F. necrophorum) foram
patogénicas isoladamente, com exce¢do da P. gingivalis que causou abscesso

ulcerativo no subcutaneo do dorso dos ratos inoculados.

YOSHIDA et al. (1987) encontraram correlacéo entre Peptostreptococcus
magnus € a presengca de exsudato mucoso e, entre Bacteroides spp.,
Eubacterium spp. e Veillonella spp. com exsudato seroso. GOMES et al. (1994 a)
encontraram significante correlagdo entre o exsudato purulento com a presenca
de Prevotella buccae, Prevotella loescheii e Fusobacterium spp., especialmente F.

necrophorum, achados similares aqueles relatados por BROOK et al. (1981).

LEWIS et al. (1990), em uma revisdo de literatura, afirma que a microbiota
dos abscessos periapicais agudo é frequentemente polimicrobiana, envolvendo
predominantemente Streptococcus dependentes de CO2, cocos Gram-positivos

estritamente anaerdbios e bastonetes Gram-negativos estritamente anaerdbios.

ADERHOLD et al. (1981) sugeriram que os Streptococcus spp. podem ser
importantes nas fases iniciais da formacéo do abscesso, preparando o ambiente
para subsequente invasdo anaerébia. LEWIS et al. (1986) isolaram
predominantemente Streptococcus do grupo “miller”’ em amostras obtidas no

primeiro e segundo dia de sintomas clinicos de abscessos periapicais. Ha
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também evidéncias que as bactérias Strepfococcus do grupo “milleri’ podem agir

sinergicamente com as bactérias anaerdbias no desenvolvimento de abscessos

(LEWIS et al. 1988).

Na microbiota de canais radiculares associados com abscessos periapicais
(TABELA 2), as espécies mais comumente isoladas sdo os Strepfococcus e as
espécies relacionadas Enterococcus e Gemella, e os anaerdbios estritos como
Peptostreptococcus, Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium e
Eubacterium. As espécies de Actinomyces, Lactobacillus, Veillonella também tém
sido encontradas frequentemente. Outras espécies como Propionibacterium,
Neisseria, = Haemophilus, = Capnocytophaga, Tissierella, = Campylobacter,
Actnobacillus e Staphylococcus sao também isoladas (SABISTON et al., 1976;
ADERHOLD et al., 1981; OGUNTEBI et al., 1982; WILLIANS et al., 1983;
LABRIOLA et al., 1983; WASFY et al., 1992; KULEKCI et al., 1996).
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TABELA 2 - Bactérias comumente isoladas de abscessos periapicais.
(SABISTON et al.,, 1976; ADERHOLD et al., 1981; OGUNTEBI et al., 1982;
WILLIANS et al., 1983; LABRIOLA et al., 1983; WASFY et al., 1992; KULEKCI
et al., 1996).

Bactérias Anaerobias Estritas

Bastonetes Gram-negativos Porphyromonas P. gingivalis
P. endodontalis
Prevotella P. intermedia
P. melaninogenica
P. oralis
P. oris
P. buccae
P. corporis
Fusobacterium F. nucieatum
F. necrophorum
Campylobacter C. sputorum
C. recta
Bastonetes Gram-positivos Eubacterium E. alactolyticum
E. limosum
E. lentum
Lactobacillus L. fermentum
L. plantarum
Actinomyces A .israelli
A . viscosus
Cocos Gram-positivos Peptostreptococcus P. anaerobius
P. micros
P. prevotii,
P._magnus
Streptococcus S. constellatus
Cocos Gram-negativos Veillonella V. parvula
Bactérias AnaeroObias Facultativas
Cocos Gram-positivos Streptococcus S. mitis
S. anginosus
S. intermedius
S. oralis
Gemella G. morbillorum
G. haemolysans
Enterococcus E. faecalis
E. faecium
Bastonetes Gram-negativos Capnocytophaga C. gingivalis
Cocos Gram-negativos Neisseria N.sicca
N.flaya
_Bastonetes Gram-positivos Corynebacterium C.xerosis
Lactobacillus L.acidophilus
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SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Sabe-se que os antibidticos nd3o promovem o reparo do processo
infeccioso, mas permitem controlar a infec¢do até que os mecanismos de defesa
do hospedeiro, inicialmente surpreendidos pelos microrganismos, consigam
eventuaimente debelar a infecgdo. Contudo, existem indicagbes para o uso dos
antibiticos, como em casos de abscessos periapicais agudos com envolvimento
sistémico, disseminagcdo do abscesso com ocorréncia de tumefagdo difusa,
sintomatologia efou exsudagdo persistente, abscessos periapicais agudos em
pacientes de risco e como uso profilatico & endocardite bacteriana (ABBOTT et
al., 1990; GRAD, 1997). Infeccdes crbnicas geralmente ndo requerem
antibioticoterapia, exceto durante uma exarcebag¢éo aguda bacteriana (ABBOTT
et al., 1990). Segundo os mesmos autores lesbes periapicais cronicas estdo
associadas a dentes com polpas necréticas ou a dentes despolpados, ou seja,
néo possuem suprimento sanglineo. Afirmam que a concentracdo de antibidtico
que alcanga o local de infeccdo, o canal radicular, é insuficiente para inibir o
crescimento bacteriano, quando é administrado antibidtico por via sistémica.
Contudo, em pacientes com risco de desenvolvimento de endocardite bacteriana,
os antibidticos se tornam um importante profildtico para a realizagdo do

tratamento endoddntico (ABBOTT et al., 1990; GRAD, 1997).

A American Heart Association classifica as condi¢des cardiacas mais
associadas a endocardite bacteriana em alto risco e risco moderado. Valvulas

cardiacas protéticas, endocardite bacteriana prévia, condutos pulmonares

38



sistémicos construidos cirurgicamente e doengas cardiacas cianéticas complexas
como estados ventriculares simples, transposicdo de grandes artérias e tetralogia
de Fallot sdo classificadas como de alto risco, e a maioria das malformagoes
cardiacas congénitas, disfungdo valvular adquirida, cardiomiopatia hipertréfica,
prolapso da valvula mitral com regurgitagdo valvular e/ou espessamento dos
folhetos valvulares como de risco moderado. Recomenda-se em ambas
condicbes, a terapia profilatica antimicrobiana para prevencao da endocardite

bacteriana (DAJANI et al., 1997; ANDRADE et al., 1998). .

Quanto aos procedimentos endodénticos como instrumentagado além apice,
cirurgia parendoddntica e reimplante de dentes avulsionados, a American Heart
Association recomenda profilaxia antibidtica para os pacientes que apresentarem

condicdes de risco (DAJANI et al., 1997; ANDRADE et al., 1998).

Devido a alta concentrag&o e aos niveis prolongados da droga no sangue,
a amoxicilina é o antibiético de escolha para a terapia profilatica em pacientes que

apresentam condigdes de risco para o desenvolvimento da endocardite bacteriana

(DAJANI et al., 1997).

DEBELIAN et al. (1995) compararam os resultados de coletas
microbiologica de 26 canais radiculares, associados a periodontites apicais
cronicas, antes da instrumentagao, com coletas sangiiineas realizadas, durante e
10 minutos apés a instrumentagédo endododntica. Todos os canais radiculares e 11

coletas sangliineas apresentaram microrganismos anaerobios. As espécies
39



microbianas isoladas da corrente sangliinea foram: Propionibacterium acnes,
Peptostreptococcus prevotii, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia,
Saccharomyces cerevisiae, Actinomyces israelii, Streptococcus intermedius e
Streptococcus sanguis. Os isolados dos canais radiculares e do sangue
apresentaram o mesmo padrdo, verificado através de testes bioquimicos e
antibiogramas. Concluiram que o canal radicular era o local de origem dos

microrganismos encontrados na corrente sangiinea.

Com o aparecimento de bactérias resistentes aos antibidticos, o interesse
em testes de suscetibilidade antimicrobiana aumentou. Segundo TOMASZ (1994)
a medicacédo antibidtica empirica € a grande causa da resisténcia bacteriana.
Portanto, o uso indiscriminado da antibioticoterapia pelos cirurgides-dentistas,
deve ser desencorajado. HARRISON (1999) alerta para o problema do

surgimento de infecgdes resistentes aos antibiéticos atuaimente disponiveis.

Streptococcus spp. resistentes as penicilinas, podem estar presentes na
cavidade oral de pacientes que fazem uso dessa droga constantemente, como
nos casos de prevencdo de febre reumatica aguda. De acordo com as
recomendacdes da American Heart Association, nessas condi¢bes, pode-se
utilizar os antibidticos: clindamicina, azitromicina ou a claritromicina para a terapia
profildtica contra a endocardite bacteriana (DAJANI et al., 1997; ANDRADE et
al., 1998).
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TESTES DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Concentragéo inibitéria minima (CIM) de um medicamento, consiste na
menor concentragdo da droga capaz de inibir um microrganismo (WALKER,

1992).

De acordo com os critérios estabelecidos pelo National Commitee for
Clinical Laboratory Standards — NCCLS, a CIM é determinada especificamente
para um microrganismo. Esta pode ser considerada como suscetivel, quando
certo microrganismo € inibido pela concentracdo atingida, de um agente
antimicrobiano, no sangue ou tecidos do paciente medicado; suscetibilidade
intermediaria, quando a concentragio inibitéria, & similar ou ligeiramente maior,
do que aquela normalmente obtida; resistente, quando a concentragéo do agente
antimicrobiano necessaria para inibigdo de um microrganismo, € maior que a
alcangada no sangue e tecidos. Esses critérios de interpretagdo sdo resultados de
estudos que, relacionam a CIM com o nivel sérico atingido para cada agente

antimicrobiano (FORBES et al., 1998).

Assim muitas bactérias, clinicamente importantes, sdo capazes de mostrar-
se resistentes a certos agentes antimicrobianos freqlientemente utilizados na
presenca de infecgdes. Portanto, torna-se necessério, em determinadas
situacdes, a realizacdo de testes laboratoriais para detectar a suscetibilidade

antimicrobiana ou resisténcia desses microrganismos (FINEGOLD et al., 1988;
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CULLMAN et al., 1993; VAN STEENBERG et al., 1993; ROSEMBLATT &
BROOK, 1993).

A concentragéo de um antibiético necessaria para inibir o crescimento de
microrganismo in vitro, €& avaliada através de testes de suscetibilidade
antimicrobiana. Os microrganismos sdo colocados em um mesmo meio in vitro,
para verificar a viabilidade da bactéria, na presenga de um medicamento
especifico em uma determinada concentracdo (FORBES et al., 1998). Os
métodos utilizados s&o: testes de suscetibilidade convencionais como diluicdo em
caldo (BARNARD et al.,, 1996), diluicio em agar (BAKER et al., 1985;
YAMAMOTO et al., 1989; ABU-FANAS et al., 1991), método de difusdo com
discos em agar (ZELDOW et al., 1962), testes de suscetibilidade comerciais, que
sdo variagdes dos métodos convencionais de diluicdo (CULLMAN et al., 1993) e
difusdo (CITRON et al., 1991; NGUI-YEN et al., 1992; OLSSON-LIJEQUEST,
1992; BROWN, 1992; BOLMSTROM, 1993; CONTI, 1997; LE GOFF et al., 1997;
VIGIL et al., 1997).

A NCCLS indica a utilizagcdo dos testes de suscetibilidade antimicrobiana
nas seguintes situagdes: determinagdo do padrdo de suscetibilidade dos
microrganismos a novos agentes antimicrobianos; monitoramento periédico dos
padroes de suscetibilidade de bactérias dentro de uma area geografica ou centro
de saude; auxilio ao tratamento de pacientes em casos de fracassos de
terapéutica ou infecgdes persistentes, em casos da presenca de uma espécie

resistente aos agentes antimicrobianos comumente utilizados, na auséncia de
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terapéutica comprovada para uma infecgdo especifica e da severidade da

infecgéo FINEGOLD et al., 1988).
Contudo, os testes de suscetibilidade antimicrobiana apresentam

limitagbes, pois a CIM no plasma, ndo reflete a concentragdo do antibidtico no

sitio de infeccdo (CHAMBERS & SANDE, 1995).
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Epsilometer test (E-test) (AB BIODISK, Solna-Suécia)

O E-test consiste em um método simples de realizar e facil de interpretar,
utilizado para testes de suscetibilidade antimicrobiana (CITRON et al., 1991;
NGUI-YEN et al., 1992; OLSSON-LIJEQUEST, 1992; BROWN, 1992;
BOLMSTROM, 1993; VIGIL et al., 1997).

E um teste de suscetibilidade comercial e representa uma variagdo do
método de difusdo em agar. Foi desenvolvido combinando, a conveniéncia e
praticidade do método com disco, com a capacidade de determinar a

concentragao inibitéria minima (CIM) (BOLMSTROM, 1993).

Constitui-se de uma fita plastica de 50 mm de comprimento e § mm de
largura, contendo em um lado um gradiente de concentragéo de antibiético, e do
outro, uma escala numérica que indica a concentragdo do medicamento,
propiciando a difusdo de um gradiente de antibiético. E interpretado através da
formacao de uma zona eliptica de inibi¢do, sendo que o ponto de intersecgéo da
borda da zona de inibigdo com a escala numérica na fita, referente a
concentragdo da droga, representa a concentragdo inibitéria minima. A fita de E-
test detecta uma CIM que pode variar de 0,016 a 256 ug/mL, somando o total de
29 diferentes CIMs, que sdo agrupadas de duas em duas, representando 15

niveis de diluicio (BOLMSTROM, 1993).



Em 1992, BROWN comparou os resultados das CIMs obtidas através do
método do E-test e da diluicdo em agar, utilizando varias espécies bacterianas
isoladas clinicamente, em sua maioria anaerdbias facultativas. Apresentou uma
concordancia de 87,9% (x 1 grau de dilui¢do). Concluiu que 0 método do E-test
apresentou boa correlagdo com o método de diluicho em agar para a
determinacdo das CiMs. Relatou que o método do E-fest apresenta versatilidade
e facilidade de uso, caracteristicas desejaveis para a rotina de um laboratério de

microbiologia clinica.

OLSSON-LILJEQUIST (1992) utilizando as espécies Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
Haemophylus influenzae, comparou CIMs obtidas através do E-test com o0 método
de diluicdo em agar de diversos antibiéticos em grupos controles recomendados
(American Type Culture Collection — ATCC) e em grupos com CIMs ja
estabelecidas. Os resultados demonstraram excelente concordancia entre as
CIMs obtidas pelos dois métodos, com diferenga ndo superior a + 1 grau de
diluicdo. Afirmou, que o E-test oferece um simples e rapido instrumento para este

tipo de avaliacéo.

NGUI-YEN et al. (1992) avaliaram a exatidao e a reprodutibilidade do E-
test, comparando-o ao método da microdiluicdo. Utilizaram 208 espécies
bacterianas, incluindo os géneros Streptococcus, Enterococcus e Staphylococcus,
obtiveram resultados semelhantes para os dois métodos comparados. Relatou

que o E-test mostrou ser um método confiavel quanto & capacidade de reproduzir
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os resultados, quando se repetiu o teste por cinco dias sobre um grupo
selecionado de bactérias, e os mesmos resultados foram obtidos, dentro de um
intervalo de + 1 diluigdo. Concluiram que o E-fest consiste em um método
simples, seguro e capaz de ser reproduzido para a determinacéo da CIM de

organismos Gram-positivos.

O método do E-test também tem indicagbes para testar a suscetibilidade
de bactérias anaerdbias estritas (CITRON et al., 1991; NACHNANI et al., 1992;
BOLMSTROM, 1993; CONTI, 1997). Devido ao crescimento lento de algumas
bactérias anaerdbias estritas, os testes de suscetibilidade passam a ser mais
desafiantes, quando comparados com bactérias aerObias e anaerdbias
facultativas (FINEGOLD et al., 1988; ROSENBLATT & BROOK, 1993; WEXLER,
1993; AB BIODISK, 2000).

A resisténcia de bactérias anaerdbias estritas a agentes antimicrobianos
tem aumentado, sendo necessario, mais informagcbes sobre o antibiético
adequado contra determinados  microrganismos (WEXLER, 1993).
Consequentemente, testes de suscetibilidade antimicrobiana tém sido realizados
com maior freqiiéncia, contudo, ndo ha um método que possa ser utilizado com
seguranga dos resultados, devido as dificuldades de reprodutibilidade do teste
e/ou a incapacidade de crescimento de certas bactérias anaerdbias estritas em
determinados meios de cultura (FINEGOLD et al., 1988; ROSENBLATT &
BROOK, 1993; WEXLER, 1993).
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FINEGOLD et al. (1988) em um trabalho de revisdo de literatura
recomenda que microrganismos que s30 reconhecidos como poténciais
patégenos elou freqlentemente resistentes, como Bacteroides fragilis,
“Bacteroides produtores de pigmento preto”, Bacteroides gracilis, determinados
Fusobacterium spp., e Clostridium spp., deveriam ser considerados indicados

para testes de suscetibilidade antimicrobiana.

Para testar a suscetibilidade de bactérias anaerébias estritas, a NCCLS
preconiza os seguintes métodos padronizados: diluicdo em agar e microdiluicdo
em caldo (FINEGOLD et al., 1988; ROSENBLATT & BROOK, 1993; WEXLER,
1993). Entretanto, o método do E-fest tem sido avaliado e tem apresentado
resultados positivos, quando comparados com métodos padronizados da diluicdo
em agar (CITRON et al.,, 1991; NACHANI et al., 1992; BOLMSTROM, 1993;
CONTI, 1997). Contudo, LE GOFF et al. (1997) com objetivo de verificar a
suscetibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas de polpas necréticas,
utilizaram o E-test e observaram que, no total de 66 bactérias anaerdbias estritas
testadas, apenas 38 apresentaram resultados confidveis apds a leitura no tempo
maximo citado pelos fabricantes (AB BIODISK, 2000) de 48 horas. Realizaram a
leitura dos testes apds 24 e 48 horas de incubagdo, sendo a segunda leitura
idéntica a diluigdo mais préxima. O autores afirmam que, embora os resultados
encontrados fossem satisfatorios, a razdo entre 0 nimero de espécies testadas e
de resultados obtidos era insuficiente, confirmando que nenhum método é
universalmente aplicavel para as bactérias anaerobias estritas. Explicaram ainda,

que algumas bactérias necessitam de um periodo de incubagdo superior a 48
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horas, tempo durante o qual as moléculas de antibidticos poderiam sofrer

degradagao, levando a mensuragao incorreta do gradiente de concentragao.

BOLMSTROM, 1993 relata que testes baseados em gradiente de
concentragdo de antibidtico, somente é confiavel, se este se manter estavel por
um periodo superior ao tempo critico para o crescimento dos microrganismos
testados, sendo de 5-12 horas. Afirma que o E-test, quando colocado sobre o
agar, seu gradiente de concentracdo de antibidtico se mantém estavel por no
minimo 12 horas, cobrindo o tempo critico de iniciagéo do crescimento da maioria

das bactérias anaerdbias estritas.

CITRON et al. (1991) compararam as concentragdes inibitdrias minimas
determinadas pelos métodos do E-fest e diluicdo em agar, utilizaram 105
espécies de bactérias anaerdbias dentre elas, Peptostreptococcus spp. e
Fusobacterium spp., isoladas clinicamente. Observaram que na maioria das
combinag¢bes antibiético-microrganismo, a zona eliptica de leitura foi clara e o
ponto de intersec¢do bem definido. As CIMs foram interpretadas apés overnight e
48 horas de incubagao de 58 espécies. Os dois métodos apresentaram correlagéo
positiva em 87% (x 1 diluicdo) e em 98% (x 2 diluigcbes) apds overnight e, 86% e
97% em 48 horas de incubagio, respectivamente, para o E-test e diluigido em
agar. Os autores afirmaram que, o E-test constitui-se de um método confiavel
para teste de suscetibilidade, tanto de bactérias anaerdbias de crescimento
rapido, cujos resultados foram obtidos overnight, quanto aquelas de crescimento

mais lento.
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CONTI (1997) testou a suscetibilidade antimicrobiana de 20 espécies de
Prevotella intermedia/nigrescens e 19 de Porphyromonas gingivalis isoladas da
bolsa periodontal. As CIMs foram obtidas, apds 48 horas, e estabelecidas para
todas as espécies testadas e 0 padréo de suscetibilidade determinado. Concluiu
que o0 método € reproduzivel, pratico e sensivel para determinar o padrao de

suscetibilidade das espécies bacterianas anaerdbias estritas testadas.
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SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS ISOLADAS DE
ABSCESSOS PERIAPICAIS AGUDOS

O conceito de infecgdes mistas para abscessos periapicais agudos, tornou

significante as consideragdes sobre a terapia antibiética (MATUSOW, 1981).

Segundo FINEGOLD (1977) a importancia da terapia antimicrobiana é
inquestionavel no tratamento de algumas infecgbes agudas. Todavia, este € mais
um instrumento para o sucesso do tratamento das infecgbes odontogénicas
agudas. Ambos, endodontistas e cirurgides, devem observar conceitos
fundamentais, incluindo adequada drenagem, debridamento de tecido infectado e
necrético, descompressdo de edema e adequado tratamento sintomatico. O

resultado é entéo, direcionado em favor da resisténcia do hospedeiro.

HUNT et al., 1978 avaliaram a suscetibilidade de bactérias isoladas de
exsudatos de infe¢bes odontogénicas agudas. De 74 espécies testadas, 68 foram
cultivaveis em &agar-sangue. Utilizaram método com disco e os antibidticos
ampicilina, cefalotina, eritromicina e penicilina. Todas as espécies de
Streptococcus isoladas, foram consideradas suscetiveis ou moderadamente
suscetiveis a ampicilina, cefalotina e penicilina, sendo que os Peptostreptococcus
spp. apresentaram-se resistentes a eritromicina e suscetiveis a ampicilina e

penicilina.
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Com o propésito de avaliar a evolugdo da microbiologia das infecgdes orais
e a suscetibilidade antimicrobiana, HUNT & MEYER (1983) analisaram 235
pacientes com infecgbes odontogénicas agudas, entre 1978 e 1981. Em
discordancia com o trabalho de 1978 dos mesmos autores, observaram que em
aproximadamente 15% das espécies de Streptococcus viridans isoladas,
tornaram-se resistentes a penicilina. Os autores sugerem que talvez, o fato de
maior importancia, tenha sido o aparecimento de espécies de Peptostreptococcus

(cerca de 15%) resistentes a ampicilina e penicilina.

MATUSOW (1981) testou a efetividade de 10 antibiéticos contra 105
microrganismos especificamente isolados de 78 canais radiculares de dentes
envolvidos com abscessos periapicais agudos. Utilizou o método com disco para
avaliar a suscetibilidade antimicrobiana de espécies aerdbias e anaerdbias
facultativas, e o mesmo método, modificado para anaerdbias estritas. Analisando
a efetividade, a eritromicina foi considerada como a droga de escolha para terapia
inicial. O género Streptococcus foi o isolado predominante, sendo os
Enterococcus spp. 0s mais resistentes. Os Peptostreptococcus spp. apresentaram
sensibilidade aos seguintes antibibticos: tetraciclina, eritromicina, penicilina,
clindamicina e ampicilina. As espécies Fusobacterium mostraram-se sensiveis
para tetraciclina, penicilina, clindamicina e ampicilina, sendo que para a

eritromicina de 4 espécies testadas, 2 apresentaram-se sensiveis e 2 resistentes.

FOUAD et al. (1996) questionam que se admitirmos que nos abscessos

periapicais agudos existem bactérias, por que o antibidtico pode nao ter
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efetividade para reduzir ou controlar determinadas bactérias? O autor afirma, que
para um antibidtico ser efetivo, este tem que alcangar o tecido infectado
envolvendo uma suficiente concentragdo, e também agir na suscetibilidade
bacteriana. Ainda afirma, que uma simples administragcdo de antibiético via oral,
alcanga areas de granulomas e cistos em concentragOes terapéuticas. Contudo,
esses pareceres podem n&o aplicar em abscessos periapicais que tem areas de

necrose e falta de suprimento vascular.

Antibiéticos ndo devem ser administrados sem justificativa na terapia. O
uso indiscriminado de antibiéticos como suplemento do tratamento em todas as
infecgdes dentais, pode levar a sérias conseqiiéncias incluindo rea¢des alérgicas,
desenvolvimento de superinfecgbes com espécies bacterianas resistentes e
desnecessaria exposi¢do do paciente a certas toxicidades e efeitos colaterais dos

medicamentos (FOUAD et al., 1996).

A fim de se evitar selecdo e predominio de microrganismos resistentes, o
antibiético de escolha deve ser reconhecidamente eficaz contra as espécies
isoladas do processo infeccioso, podendo ser indicado coletas de amostras
microbiolégicas dos canais radiculares, ndo somente para se identificar os
microrganismos presentes na infecgdo, mas também, para selegdo do agente

antimicrobianoc a ser utilizado (MORSE, 1970).

RASMUNSSEN et al. (1993) descreveram os possiveis mecanismos de

resisténcia antimicrobiana dos Bacteroides, enfatizando a importancia destes
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conhecimentos na selecdo do agente terapéutico. Entretanto, estes padroes de
resisténcia ndo sao fixos, sendo possivel o surgimento de bactérias resistentes, o
que torna importante o monitoramento constante destes padrbes, através de
testes de sensibilidade antimicrobiana (CITRON et al., 1991; JANSEN &
BREMMELGAARD, 1991).

Portanto, um maior conhecimento das bactérias encontradas em canais
radiculares associados aos abscessos periapicais, assim como seu
comportamento frente a diversos antimicrobianos, podem colaborar no

desenvolvimento da pratica endoddntica.
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PROPOSICAO

A compreensdo e interpretagdo do papel e dos mecanismos
desempenhados pelos microrganismos na etiopatogenia dos processos
patolégicos pulpares e periapicais € muito importante, podendo, inclusive,
interferir no planejamento e conduta do tratamento endodéntico. Dessa forma, o

objetivo deste trabalho foi:

1. Investigar a composicdo da microbiota de canais radiculares infectados,

associados a abscessos periapicais;

2. Determinar se ha correlagdo entre espécies bacterianas especificas e a

localizagao clinica dos abscessos periapicais;

3. Determinar a existéncia de correlagéo entre os microrganismos encontrados e

os diferentes sinais e sintomas;
4. Analisar a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas clinicamente de

canais radiculares associados aos abscessos periapicais, a diversos antibidticos,

através do teste de sensibilidade antimicrobiana (E-fest).
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MATERIAIS E METODOS

ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DAS BACTERIAS DOS CANAIS
RADICULARES

Pacientes

Selecdo dos pacientes

Participaram deste estudo 30 pacientes com necessidade de tratamento
endodéntico, de dentes associados a abscessos periapicais, sem historia de
antibioticoterapia prévia. Os pacientes assinaram termo de consentimento
elaborado de acordo com as normas do Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP (ANEXO).
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Avaliacdo dos pacientes

Para cada paciente foram anotados dados pessoais, histdéria médica
significativa, histéria dentaria (condi¢do pulpar e periapical, presenga ou nao da
dor, profundidade de bolsas periodontais, mobilidade dental, presenga ou néo de
caries e restauragdes), exames intra e extra-bucais (presenga de fistula e sua
origem, presen¢ga de edema dos tecidos periodontais, simetria facial, aparéncia
geral), historia de antibioticoterapia prévia nos 3 meses anteriores ou outras

medicagdes, e os achados radiograficos.

Critérios clinicos para diferenciacdo da localizac8o dos abscessos

eriapicais

Os critérios clinicos utilizados para a diferenciagdo da localizagdo dos

abscessos estéo descritos resumidamente na FIGURA 1- a seguir:
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FIGURA 1- Critérios clinicos para diferenciar as fases dos abscessos periapicais.

ABSCESSOS PERIAPICAIS

SIN/ SINT intra-Oral

DOR

DOR PALP

EDEM

Legenda: SP=subperidsteo; SM=submucoso; FZ=fistulizacdo; los=Intra-6sseo; Sin/ Sint/=
Sinais e Sintomas; DOR= sintoma de dor espdntanea; DOR PALP=sintoma de dor ao
teste de palpacéo no fundo de suico; EDEM=sinal de tumefacdo intra e/ou extra-oral;
TPERC= teste a percussdo dental; MOB.= teste de mobilidade dental; LES PP= lesédo
periapical observada na radiografia; ESPES=espessamento do ligamento periodontal
observado na radiografia; DIFUSO=abscesso difuso; LOCALIZ= abscesso localizado.

+ = presente ~ = ausente +/— = pode ou n3o estar presente
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Coleta das amositras

Foram coletadas amostras microbiolégicas apenas de canais radiculares
de dentes com diagnéstico clinico de abscesso periapical. A assepsia foi mantida
durante toda a terapia endodéntica e durante coleta de amostras microbiolégicas
com a remog¢ao de contaminantes coronarios, isolamento absoluto do dente com
a utilizacdo do lencol de borracha e descontaminacéo do campo operatdrio com a
utilizagdo do hipoclorito de sbédio 1% e neutralizacdo com tiossulfato de sédio
0,5%, para se evitar a contaminagéo quimica do espaco pulpar (MOLLER, 1966).
ApoOs abertura coronaria, realizou-se coleta das amostras microbiolégicas sob
fluxo continuo de nitrogénio (FIG. 2), para manter a viabilidade das bactérias
anaerdbias (BERG & NORD, 1973). Esse procedimento foi realizado com o
auxilio de um cilindro de gas nitrogénio, ao qual se encontra acoplado uma
vélvula de seguranca (WHITE MARTINS, mod. R 86-N, S&o Paulo, Brasil), uma
mangueira € uma cénula aspiradora endoddntica, formando um dispositivo que
direciona o gas somente para a regido do dente no qual foi realizada a coleta

(FIG. 2).
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FIGURA 2- Cilindro de gas nitrogénio, ao qual se encontra acoplado uma valvula
de seguranga (WHITE MARTINS, mod. R 86-N, Sado Paulo, Brasil), uma
mangueira e uma canula aspiradora endodéntica, formando um dispositivo que
direciona o gas somente para a regido do dente no qual é realizada a coleta
microbiolégica.
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De cada dente foi coletada amostras microbiolégicas de um unico canal
radicular. Nos dentes multirradiculares foi realizada a coleta no canal mais amplo
(molares inferiores no canal distal e molares superiores no canal palatino), de

maneira a confinar o exame microbiolégico em um Unico ambiente ecoldgico.

Nos casos em que os canais radiculares apresentaram-se secos, foi
realizado irrigacdo com solucdo salina estéril para propiciar um ambiente Gmido

favorecendo a coleta microbioldgica.

Ja nos casos de retratamento, foi executada a remocdo do material
obturador com brocas de Gates-Glidden e limas endodébnticas, sem o uso de
solventes de guta-percha. Apéds realizou-se uma tomada radiogréfica para
verificar a remogéio do material obturador. A seguir, com solugéo salina estéril
uma irrigacdo profusa do canal radicular foi realizada, para remover qualquer

residuo de material e, deixar o canal Umido para a coleta microbiologica.

As amostras foram coletadas no inicio da primeira intervencéo endoddntica
com pontas de papel absorvente estéreis introduzidas no comprimento do canal,
determinado pela radiografia pré-operatéria, permanecendo nesta posicdo por 60

segundos (FIG. 3A ).
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Inoculacdo e Incubacédo

As pontas de papel absorvente com a coleta foram imediatamente
colocadas em eppendorf estéril com 1,0 mL de meio de transporte VMGA 11l -
Viability Medium Goéteborg Agar- (MOLLER, 1966; DAHLEN et al., 1993) (FIG.
3B e ANEXO), o qual foi transportado para o laboratério de Microbiologia da area
de Endodontia e colocado na camara de anaerobiose. Os eppendorfs foram
agitados mecanicamente (Agitador - MA 162-MARCONI, S&o Paulo, Brasil) por 1
minuto (FIG.3C). A seguir, foram realizadas diluicBes seriadas a 1/10, 1/100,
1/1000, 1/10.000 em meio para anaerobios exigentes - Fastidious Anaerobe Broth
(FAB) LAB-M, Bury - Inglaterra) (FIG. 3D e ANEXO) e inoculados 50 pL de cada
diluicdo em placas pré-reduzidas de Fastidious Anaerobe Agar (FAA, LAB-M,
Bury-Inglaterra) e FAA + suplementos seletivos para anaerébios (GN-OXOID-
Hampshire-inglaterra) (FIG.3E e ANEXO), as quais foram incubadas em cabine
de anaerobiose (DON WHITLEY SCIENTIFIC, Bradford-Inglaterra) (FIG. 3F), a

37°C na atmosfera de 10% de Hp, 10% CO2 e 80% N2 até 14 dias, para permitir

a detecgdo de organismos de crescimento lento.
Os meios de transporte foram preparados de acordo com a férmula original

(MOLLER, 1966; DAHLEN et al., 1993) e os de cultura foram preparados de

acordo com as orientacdes dos fabricantes.
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FIGURA 3 A-Coleta do canal radicular com ponta de papel absorvente sob fluxo
continuo de nitrogénio com auxilio da canula de aspiragdo endodontica (ver seta),
B- Colocacgédo da coleta microbiolégica com ponta de papel absorvente no meio de
transporte VMGA Il sob fluxo continuo de nitrogénio com auxilio da canula de
aspiragdo endoddntica (ver seta), C-Agitador de tubos com eppendorf, D-
Diluicao, E- Inoculagdo em placa de agar-sangue, F- Camara de anerobiose para
incubacgéao bacteriana.
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As amostras do canal radicular foram inoculadas e incubadas em placas

pré-reduzidas como a seguir:

e Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA (Fastidious
Anaerobe Agar), a 37° C, aerobicamente, por 2 dias para selecionar aerobios

e anaerdbios facultativos.

o Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA, a 37° C,
anaerobicamente, por 2, 5§ e 14 dias para selecionar anaerébios estritos e

facultativos.

e Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + NAL (acido
nalidixico) + VAN (vancomicina), a 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias

para selecionar anaerébios Gram-negativos.

e Placas de &gar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + KAN
(Kanamicina) + VAN (vancomicina), & 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14
dias para selecionar anaerdbios Gram-negativos, particularmente as bactérias

pigmentadas em preto.

e Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + NEO
(neomicina), a 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar

clostridios e outros anaerobios.
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e Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + NAL (acido
nalidixico) a 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar

anaerdbios Gram-positivos e actinomicetos.

O presente estudo utilizou meios de cultura na forma de p6 desidratado e
suplementos seletivos pré-fabicados, que foram preparados de acordo com as

orientagdes do fabricante (ANEXO).

Isolamento e Identificacdo microbiana

Os métodos para analise morfolégica das bactérias foram os seguintes:
As placas com crescimento microbiano foram observadas em Lupa
Estereoscopica (LAMBDA LET 2, ATTO INSTRUMENTS CO., Hong Kong) em
aumento de 3 vezes. As coldnias bacterianas foram diferenciadas de acordo com
suas caracteristicas macroscépicas. O critério usado para selecionar diferentes
coldnias foi a sua aparéncia na placa observando-se forma, elevagao, cor, textura,
opacidade, tamanho e hemdlise. A seguir foram isoladas em duas placas
contendo FAA + 5% de sangue de carneiro (FIG.4A), sendo uma para cada
condigdo gasosa (camara de anaerobiose e estufa de cultura-O;) para obter
cultura pura (FIG. 4B) e observar em qual condigdo gasosa a bactéria melhor se
proliferou (FIG. 4C-D). Em seguida, as culturas puras foram inicialmente
identificadas de acordo com o Método de Coloragdo de Gram (Gram-positiva ou

Gram-negativa) (FIG. 4E). Por fim, realizou-se o teste da Producédo da Catalase
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(positiva ou negativa) (FIG. 4F). Apos obtencéo dos dados morfolégicos, para as
bactérias de pigmento preto (Porphyromonas e Prevotella), além da identificacdo
microbiana com auxilio dos testes bioquimicos comerciais (FIG. 4G), foi também

realizado testes adicionais como a Fluorescéncia sob luz UV (FIG. 4H-1).
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FIGURA 4- A- Primeira cultura, B- Cultura pura, C-D- Requerimento gasoso
obtido com a camara de anaerobiose (C) e estufa de cultura microbiolégica (D), E-
Morfologia microscopica utilizando-se o método de coloragdo de Gram, F- Teste
de Producdo de catalase com H;O,, G- Ficha do "kit" de Identicagéo utilizada na
verificacdo da especiacéo bacteriana, H- Aparelho utilizado para observagéo da
fluorescéncia sob luz UV bacteriana e I-Fluorescéncia sob luz UV da Prevotella
intermedia
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Especiacao microbiana

Os seguintes métodos de identificacdo padronizados (testes bioguimicos)

(ANEXO) foram utilizados para a especiagéo primaria dos organismos isolados:

e RaplD ID 32A (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franga) para bastonetes Gram-

positivos e Gram-negativos, anaerdbios obrigatorios.

e RaplD ANA Il System (Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., EUA)
para cocos e bastonetes Gram-positivos e Gram-negativos, anaerdbios

obrigatérios.

e APl Staph (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franga) para estafilococos e

micrococos (cocos Gram-positivos, catalase positiva).

o RaplD ID 32 Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franga) para estreptococos

(cocos Gram-positivos, catalase negativa).

e API Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franga) para estreptococos (cocos

Gram-positivos, catalase negativa).

e RaplD NH System (Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, Ga., EUA)

para Eikenella, Haemophilus, Neisseria e Actinobacillus.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram colocados em uma planilha de calculo
(QUATTRO PRO, Bordland International inc., Scotts Valley, CA, EUA) e
estatisticamente analisados usando SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago,
llinois, EUA). O teste de "Pearson chi-square"”, ou o "Fisher's Exact test", quando
apropriado, foi escolhido para testar a hipbtese nula da relagdo entre a presenca

de abscesso periapical e as espécies bacterianas identificadas.
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Teste de suscetibilidade antimicrobiana

As bactérias anaerdbias Peptostreptococcus prevoti  (Cocos Gram-
positivos anaerdbios) e Fusobacterium necrophorum (Bastonetes Gram-negativos
anaerobios) coletadas de canais radiculares associados com abscessos

periapicais, foram submetidas ao teste da suscetibilidade antimicrobiana.

Foi utilizado um teste baseado em técnicas de diluicdo e de difusdo em
agar, o E-test (AB BIODISK, Solna-Suécia). Este sistema compreende um
gradiente exponencial pré determinado do quimioterdpico a ser testado, para
definir a concentracao inibitéria minima (CIM) em ug/mL de antibiéticos individuais
contra bactérias (CONTI, 1997; VIGIL, et al. 1997). Esse método consiste em
uma fita plastica, fina, inerte e ndo porosa de 5 mm de largura e 50 mm de
comprimento (FIG.5). A fita & marcada com uma escala numérica de leitura e um
codigo de 2 letras na porgao superior que designa a identidade do antimicrobiano
a ser testado, um gradiente exponencial e pré definido da substancia seca e

estabilizada é mobilizado no outro lado da fita (CONTI, 1997).

Esta fita pode detectar uma ConcentracZo Inibitéria Minima (CIM) que varia

de 0,016 a 256 ug/mL, com total de 15 niveis de diluicio (BOLMSTROM, 1993)

(FIG. 5).
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FIGURA 5 A-Fita de E-test (FRENTE), B- Esquema do gradiente exponencial do

antibiético (VERSO)
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As fitas de E-fest devem ser armazenadas a - 20°C com silica gel, que

deve estar com a coloracio azul, sendo colocadas individuaimente em tubos.

As bactérias foram testadas quanto suas suscetibilidade/resisténcia aos
seguintes  antibidticos: amoxicilina, amoxiciina + &cido clavulanico,
benzilpenicilina, metronidazol e as drogas eritromicina, azitromicina e
clindamicina, pois s&o antibiéticos de primeira escolha para pacientes sensiveis a

penicilina.

Para a realizagdo do teste foi preparado o indéculo (meio em caldo +
bactéria), com a espécie bacteriana previamente incubada em placas contendo
FAA (Fastidious Anaerobe Agar) + 5% de sangue de carneiro desfibrinado
(FIG.6A) na camara de anaerobiose. Apds 72 horas de incubagdo, as colOnias
bacterianas foram transferidas para tubos contendo o meio em caldo FAB
(Fastidious Anaerobe broth) (FIG. 6B), em seguida agitado por 1 minuto (FIG.
6C), para atingir a turbidez equivalente ao padrao 1 de Mc Farland (NEFELOBAC,
PROBAC - Sao Paulo- Brasil), padrao indicado para bactérias anaerébias estritas
(AB BIODISK, 2000). Este procedimento foi realizado utilizando-se o0 aparelho
Espectrofotdmetro com comprimento de onda de 800 nm (MARCONI, Sao Paulo,

Brasil) (FIG.6D).

A seguir, foi realizado o repique das cepas bacterianas em placas pré-
reduzidas, contendo Brucella Agar (OXOID, Hampshire-Inglaterra) + 5% de

sangue de carneiro desfibrinado, adicionando-se 600uL de vitamina K e de
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hemina para o adequado crescimento das bactérias anaerdbias estritas (ANEXO),
com 4mm de espessura de meio. A semeadura foi realizada em toda extenséo da
placa uniformemente utilizando swab estéril, que foi umedecido na suspensao
bacteriana (FIG.6E). Finalizada esta etapa, esperou-se de 10 a 15 min. para a
secagem das placas. As fitas de E-fest, previamente removidas do congelador e
mantidas em temperatura ambiente por 20 minutos, foram distribuidas nas placas
(FIG.6F). Para este procedimento foram utilizadas pingas estéreis, 1 para cada
fita de antibidtico testado. O experimento foi executado em duplicata e em camara

de fluxo laminar (MARCONI, Sao Paulo, Brasil).

As placas foram entdo levadas a camara de anaerobiose a 37°C em
atmosfera de 10%H,, 10%CO, e 80%N, . Apds, foi realizada a leitura com 24 e 48
horas de incubag@o. Os valores das concentragdes inibitérias minimas (CIMs)
foram determinados no ponto de intersec¢do entre o halo de inibicdo em forma de
elipse e a fita do E-test, considerando o ponto de interseccéo a inibicdo completa

de crescimento bacteriano (FIG.7A-B).

A interpretacgo dos valores das CiMs das fitas de E-test em diferentes
categorias de sensibilidade, foi realizada de acordo com o guia de interpretagéo

da NCCLS (National Commitee for Clinical Laboratory Standards).

As espécies de Peptostreptococcus prevotii e Fusobacterium necrophorum
foram testadas contra os antibidticos benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina +

acido clavulanico, metronidazol e clindamicina. A azitromicina e eritromicina ndo
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forneceram resultados confiaveis com o E-test, pois as ClMs desses antibidticos
para as bactérias anaerdbias estritas n&o foram ainda determinadas pela NCCLS
(NCCLS — M100 S8/M11 A4; VIGIL et al., 1997). O documento da NCCLS-M100
S8/M11 A4 fornece dados sobre as CiMs de diversos antibidticos e os valores

interpretativos para as bactérias anaerGbias estritas (TABELA 3).

TABELA 3 — Valores interpretativos de concentracbes inibitdérias minimas (ug/mL)

dos antimicrobianos avaliados nos testes de bactérias anaerdbias estritas pelo

NCCLS-M100 S8/M11 A4.

Agentes antimicrobianos Suscetivel | Intermedidrio| Resistente
Benzilpenicilina <05 01,0 > 02,0
Amoxicilina <40 08,0 > 16,0
Amoxicilina + Acido Clavulanico <20 04,0 > 08,0
Metronidazol <8,0 16,0 > 32,0
Clindamicina <20 04,0 > 08,0

b e e s e s e e e e e e s e
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FIGURA 6- A- Cultura pura, B- Preparo do indculo bacteriano, C- Agitacdo do
inoculo, D- verificacdo da turbidez do meio no espectrofotémetro, E- Inoculacéo
na placa de agar-sangue, F- Placa com a fita do E-test, G- Fita do E-fest, H-

Embalagem da fita do E-test
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FIGURA 7- A- Placa com crescimento bacteriano e a fita de E-test B- Aumento
da figura 7A , mostrando com a seta, o ponto de intersecgdo entre o halo de

completa inibigdo bacteriana e a fita de E-fest
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RESULTADOS

Dos 30 canais radiculares infectados associados a abscessos periapicais
investigados em 1 ndo ocorreu crescimento bacteriano e dos 29 (96,6%)
restantes isolou-se um total de 117 espécies bacterianas (1 ou mais no maximo
de 10 espécies foram encontradas nos canais radiculares), mostrando que houve
incidéncia média de 3,9 bactérias por canal radicular. Destes 117 microrganismos,
75 foram identificados como anaerdbios estritos e 42 como anaerdbios
facultativos, sendo 29 Gram-negativos e 88 Gram-positivos (TABELA 4, 5 e

FIGURA 9).

CANAIS RADICULARES
30

29

1 A 10 ESPECIES SEM
CRESCIMENTO

FIGURA 8- Esquema representativo contendo niimero total de canais radiculares
investigados com e sem crescimento bacteriano, nimero total de
microrganismos isolados e média de bactérias por canal radicular.
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TABELA 4 - Freqiiéncia de microrganismos anaerobios estritos e facultativos
isolados de 30 canais radiculares associados a abscessos

periapicais.

Microrganismos Ndamero %
Anaerébios 75 64,1
Facultativos 42 35,9

TABELA 5 - Freqiiéncia de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos
isolados de 30 canais radiculares associados a abscessos

periapicais.

Microrganismos Numero %

Gram-positivo
Gram-negativo 29

Oitenta por cento (24) dos canais radiculares analisados continham

bactérias anaerdbias estritas e 76,6% (23) anaerdbios facultativos. Bactérias
Gram-negativas foram encontradas em 56,6% (17) dos canais radiculares e

Gram-positivas em 96,6% (29) (TABELA 6,7 e FIGURA 9).
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TABELA 6 - Freqiiéncia de canais radiculares investigados apresentando
microrganismos anaerdbios ou facultativos (n=30).

Microrganismos Canais radiculares
NiUmero %
Anaerobios 24 80,0

TABELA 7 - Frequéncia de canais radiculares investigados apresentando
microrganismos Gram-positivos ou Gram-negativos (n=30).

Microrganismos Canais radiculares
Numero %
Gram-positivo 29 96.6

As bactérias anaerdbias mais isoladas foram: Peptostreptococcus prevotii

(43,3%), Peptostreptococcus micros (30,0%), Fusobacterium necrophorum
(23,3%), Streptococcus constellatus (20,0%), Prevotella intermedia/nigrescens
(10,0%), Prevotella corporis (10,0%) e Veillonella spp. em (10,0%) (TABELA 8 e
FIGURA 10).

Embora menos freqlentes, bactérias anaerdbias facultativas como
Gemella morbillorum (30,0%), Streptococcus mitis (20,0%) e Gemella

haemolysans (13,3%) foram também encontradas (TABELA 8 e FIGURA 10).
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TABELA 8 - Freqliéncia de todos os microrganismos encontrados nos canais

Espécies Gram + Exigéncia Canais radiculares

ou - gasosa Namero %
Peptostreptococcus prevotii + Anaerdbio 13 43,3
Peptostreptococcus micros + Anaeroébio 9 30,0
Gemella morbilorum + Facultativo 9 30,0
Fusobactenum necrophorum - Anaerébio 7 23,3
Streptococcus constellatus + Anaerébio 6 20,0
Streptococcus mitis + Facultativo 6 20,0
Gemeila haemolysans + Facultativo 4 13,3
Prevotella intermedia/nigrescens - Anaerébio 3 10,0
Prevotella corponis - Anaerodbio 3 10,0
Veillonella spp. - Anaerobio 3 10,0
Staphylococcus saccharolyticus + Anaerdbio 3 10,0
Cardiobactenium hominis - Facultativo 3 10,0
Staphylococcus epidermidis + Facultativo 3 10,0
Prevotella loescheii - Anaerdbio 2 06,6
Eubacterium lentum + Anaerébio 2 06,6
Bacteroides gracilis - Anaerobio 2 06,6
Peptostreptococcus anaerobius + Anaerébio 2 06,6
Peptostreptococcus spp. + Anaerdbio 2 06,6
Clostridium subterminale + Anaerdbio 2 06,6
Tissierella praeacuta - Anaerdbio 2 06,6
Streptococcus oralis + Facultativo 2 06,6
Streptococcus sanguis + Facuitativo 2 06,6
Streptococeus anginosus + Facultativo 2 06,6
Lactobacillus acidophilus + Facultativo 2 06,6
Prevotella buccae - Anaerbbio 1 03,0
Prevotella oris - Anaerébio 1 03,0
Peptostreptococcus magnus + Anaerébio 1 03,0
Peptostreptococcus asaccharolyticus + Anaerobio 1 03,0
Peptostreptococcus tetradius + Anaerébio 1 03,0
Bacteroides spp. - Anaerébio 1 03,0
Actinomyces viscosus + Anaerébio 1 03,0
Eubactenium limosum + Anaerobio 1 03,0
Eubacterium aerofaciens + Anaerdbio 1 03,0
Clostridium acefobulyticum + Anaerdbio 1 03,0
Clostridium butyricum + Anaerdébio 1 03,0
Clostridium hastiforme + Anaerébio 1 03,0
Streptococeus intermedius + Anaerdbio 1 03,0
Lactobacillus minute + Anaerdébio 1 03,0
Actinomyces naeslundii + Facultativo 1 03,0
Lactobacillus lactis + Facultativo 1 03,0
Streptococcus acidominus + Facultativo 1 03,0
Streptococcus mutans + Facultativo 1 03,0
Enterococeus spp. + Facultativo 1 03,0
Enterococcus faecium + Facultativo 1 03,0
Lactobacillus spp. + Facultativo 1 03,0
Aerococcus viridans + Facultativo 1 03,0
Neisseria Spp. - Facultativo 1 03,0
Capnocytophaga + Facultativo 1 03,0
Total microrganismos 117




Do total de 30 canais radiculares infectados associados a abscessos
periapicais investigados, 2 foram diagnosticados na fase intra-6ssea; 5 na fase
subperiostea; 17 na fase submucosa, sendo 13 difusos e 4 localizados e, 6 na
fase de fistulizacio, 5 com fistula intra-oral e 1com fistula extra-oral (TABELA 9 e

FIGURA 11).

TABELA 9- Freqgléncia dos abscessos periapicais quanto a localizagcéo
(n=30).

“ABSCESSOS INTRA-ORAIS

SUBPERIOSTEO 05 16,6
SUBMUCOSO 17 56,6
Difuso 13 43,3
Localizado _ 04 13,3
FISTULIZACAO 06 20,0
Intra-oral 05 16,6
Extra-oral 01 03,3
INTRA-OSSEO 02 06,6
ABSCESSOS EXTRA-ORAIS

Difuso 00 00,0
Localizado 00 00,0
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Houve correlacdo positiva entre abscesso submucoso localizadoe e
Peptostreptococcus anaerobius; exsudato purulento e Peptosireptococcus
prevotii; dor a percusséo e Bacteroides gracilis; lesdo periapical e Eubacterium
lentum; edema e Gemella spp.; histéria prévia de dor e dor presente com as
espécies Peptostreptococcus anaerobius, Streptococcus oralis e Streptococcus

sanguis.

Encontrou-se a prevaléncia do abscesso submucoso difuso em 43,3% (13)
dos casos investigados (FIGURA 11) e em 8 dos 13 casos a presenca da espécie
Peptostreptococcus prevotii, seguida de 4 casos com Gemella morbillorum e em 3
casos com a espécie Fusobacterium necrophorum, sugerindo correlacdo positiva

entre abscesso submucoso difuso e as respectivas bactérias.
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FIGURA 9- Representacdo grafica da freqiéncia das bactérias Anaerdbias
estritas, Anaerébias facultativas, Gram-negativas e Gram-positivas.
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FIGURA 10 - Representacdo grafica das espécies bacterianas prevalentes (%)

(n=117).
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FIGURA 11 — Gréfico representativo das freqliéncias dos abscessos periapicais

encontrados quanto a localizagdo (n=30).
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Diante destes resultados, as espécies anaerbbias  estrifas
Peptostreptococcus prevotii e Fusobacterium necrophorum foram testadas frente
a diversos antibidticos utilizando o método do E-test. Quanto a suscetibilidade
antimicrobiana, tais bactérias demonstraram serem sensiveis aos antibidticos
benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico, metronidazol e

clindamicina.

Nas TABELAS 10 e 11 podem ser observados os valores das
concentracdes inibitérias minimas (CIMs) dos antibidticos e a suscetibilidade
antimicrobiana das espécies bacterianas testadas, respectivamente, baseadas
nos valores interpretativos da NCCLS. As espécies estudadas apresentaram-se
altamente sensiveis aos antibidticos testados, sendo que as ClMs foram obtidas
através da leitura do ponto de completa inibicdo do crescimento bacteriano

inclusive das subpopulag¢des, como recomendado pelos fabricantes.
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TABELA 10- Valores das concentragdes inibitérias minimas (ug/mL) dos

antibioticos testados frente as espécies bacterianas Peptostreptococcus prevotii

e Fusobacterium necrophorum.

Microrganismos | Benzilpenicilina | Amoxicilina + Metronidazol | Clindamicina
Acido Clavulanico
(PG) (AC) (XL) (MZ) (CM)
Ps. prevotii <0,016 0,094 0,047 0,047 0.125

TABELA

11-

Suscetibilidade antimicrobiana das espécies bacterianas

Peptostreptococcus prevotii

e

valores interpretativos da NCCLS.

Fusobacterium necrophorum, baseadas nos

Microrganismos | Benzilpenicilina | Amoxicilina + Metronidazol | Clindamicina
Acido Clavulanico
(PG) (AC) (XL) (M2Z) (CM)
Ps. prevotii S S S S S
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DISCUSSAO

Durante o diagndstico de um abscesso € muito importante determinar sua
localizagéo, pois ira orientar quanto ao tipo de tratamento a ser empregado
(drenagem cirdrgica ou via canal). O diagnostico é realizado de acordo com os
aspectos clinicos e radiograficos do paciente, obtendo-se informag¢des sobre dor e
sensibilidade na palpagao do fundo de sulco. No presente estudo, os 30 canais
radiculares infectados investigados, estavam associados a abscessos periapicais,

diagnosticados durante os exames objetivos e subjetivos.

Foram utilizados métodos microbiologicos envolvendo inoculagdo das
amostras em meios de transporte e, em seguida, em meios de cultura pré-
reduzidos altamente nutritivos, que foram prontamente incubadas por tempo
prolongado sob condicdes gasosas adequadas, para evitar a perda de
microrganismos de crescimento lento e identificar 0 maior nimero de espécies

bacterianas possiveis, inclusive anaerdbias estritas.

O uso de meios de transporte preserva a viabilidade microbiana, inclusive
dos anaerodbios, impedindo porém, sua proliferagdo (TRONSTAD et al., 1987;
GOMES, 1995). Esta propriedade é importante, pois além de permitir contagem
fiel do numero de células presentes no material clinico, impede que espécies
facultativas proliferem excessivamente, mascarando o crescimento, muito mais
lento, de anaerdbios (VAN STEENBERG et al., 1982 ). Um meio de transporte

bastante utilizado é o "Reduced Transport Fluid" (RTF), que é eficiente em manter
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a viabilidade e a contagem original de células até 24h em temperatura ambiente.
Outro meio encontrado € Viability Medium Goteborg Agar (VMGA Ill) também

eficaz para o transporte, no entanto, em até 4h (VAN STEENBERG et al., 1982).

A inoculagdo direta da ponta de papel no meio de transporte Viability
Medium Goteborg Agar (VMGA 1lI) foi a nossa escolha. DAHLEN et al. (1993)
relataram que a recupera¢do de bactérias Gram-negativas anaerdbias estritas
pelo método de transporte fluido VMGA il foi melhor que o RTF, especiaimente
devido a consisténcia gel do VMGA Illl. Essa consisténcia gel, de acordo com
esses autores, mantém baixo potencial redox durante o transporte. No estudo de
GOMES (1995) discute-se que, com o desenvolvimento de técnicas anaerdbias, a
recuperacdo de microrganismos da microbiota de canais radiculares através da
amostragem em meios de transporte e cultivo tem resultados favoraveis. Em
outros estudos, usando a técnica com meio de transporte para recuperar
bactérias de canais radiculares (YOSHIDA et al., 1987; WASFY et al., 1992),
alguns ndo obtiveram bactérias cultivaveis. Também, a direta inoculagdo da
amostra da ponta de papel em meio sélido pré-reduzido, por vezes ndo é capaz

de recuperar bactérias cultivaveis de alguns canais radiculares como relatado por

GOMES et al. (1994a, b).

Resultados negativos podem indicar auséncia de bactérias, concentragédo
insuficiente bacteriana para que ocorra o crescimento em meio de cultura ou falha
na técnica microbiolégica. Ainda assim, ndo pode ser esquecido que a técnica de
coleta de amostras microbiolégicas com pontas de papel absorvente, com suas

limitagbes, € de muita ajuda, especialmente na escolha do antibidtico mais
92



indicado para casos especificos.

No presente estudo, em apenas um canal radicular avaliado nao foi
conseguido o cultivo de bactérias, podendo assim, indicar falha na técnica

microbiolégica ou nimero insuficiente de concentragdo microbiana.

O isolamento das bactérias em placas pré-reduzidas com meios seletivos
auxiliaram na identificagdo de muitas espécies bacterianas anaerébias. Em
seguida, foi observada a reagdo de catalase, realizado o método de coloragdo de
Gram para demonstrar os microrganismos predominantes e, finalizando, a

identificacdo com a utilizagdo dos “kits” comerciais.

O uso de “kits” comerciais para identificagdo pode ndo encontrar aprovagao
universal, mas evita problemas relacionados a variagbes interlaboratoriais.
Também representa um sistema seguro, reproduzivel e disponivel para
laboratérios relativamente ndo especializados, sendo um método acessivel para

analise microbiolégica endoddntica (GOMES, 1995).

O presente estudo mostrou ndo somente que anaerdbios estritos sdo
importantes componentes da microbiota de canais radiculares infectados
associados a abscessos periapicais, mas também, que anaerdbios especificos
como Peptostreptococcus prevotii, Peptostreptococcus micros e Fusobacterium
necrophorum s&o caracteristicamente associados com este aspecto clinico,
embora sem significancia estatistica.
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GOMES et al. (1994a; 1996b) encontraram associacdo entre exsudato
purulento e a presenca de Fusobacterium spp. (especialmente F. necrophorum),
Prevotella loescheii, Bacteroides spp. e Streptococcus constellatus. Em 1996a
GOMES et al., também relataram associagdo entre a presenga de exsudato

purulento e a identificagdo de Fusobacterium spp..

Neste estudo, encontramos em 56,6% dos casos examinados (17 canais
radiculares) a presenga de Peptostreptococcus spp. € em 23,3% (7 canais
radiculares) de Fusobacterium spp.. Estando de acordo com o trabalho de
ADERHOLD et al. (1981) que estudaram a microbiota de 50 abscessos
periapicais agudos e encontraram em 66% (33) dos casos, cocos anaerdbios
Gram-positivos entre eles P. anaerobius, P. prevoti, P. magnus e P.
asaccharolyticus. LABRIOLA et al. (1983) encontraram 277 microrganismos
diferentes de 50 abscessos orofaciais, destes 22 eram cocos anaerébios Gram-
positivos (P. anaerobius, P. prevoti, P. productus, P. magnus e P.

asaccharolyticus).

De acordo com RAMS et al. (1992) Peptostreptococcus micros que séo
cocos anaerobios Gram-positivos, tém sido encontrados associados com
abscessos endoddnticos (BROOK et al., 1981; YOSHIDA et al., 1987). Esta
espécie €& capaz de aumentar a viruléncia de Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas melaninogenica, bastonetes entéricos, Pseudomonas e outras
bactérias em infecgbes mistas experimentais realizadas em animais (SUNDQVIST

et al., 1979; BROOK, 1988).
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VAN DALEN et al. (1998) observaram que P. micros desenvolveu
atividade sinérgica sobre a viruléncia dos microrganismos Prevotella nigrescens e

principalmente P. intermedia.

Fatores de viruléncia de Peplostreptococcus micros inclui atividade
enzimatica proteolitica, elaboragdo de hialuronidase, produgdo de componentes
sulfiricos volateis de L. cysteine e, inibicdo de fibroblastos gengivais humanos e

crescimento de célula epitelial (GOMES, 1995).

No presente estudo as bactérias anaerdbias mais fregiientemente isoladas
foram Peptostreptococcus prevotii, Peptostreptococcus micros e Fusobacterium
necrophorum, Streptococcus constellatus e, dentre as anaerébias facultativas,
Gemella morbillorum e Streptococcus mitis. De acordo com os resultados deste
estudo OGUNTEBI et al. (1982) examinando abscessos periapicais agudos,
encontraram mais freqlentemente as espécies Fusobacterium nucleatum e
Streptococcus mitis. SABISTON & GOLD (1974) verificaram que Fusobacterium
nucleatum foi a espécie com maior ocorréncia, estando presente em 7 de 8
abscessos investigados e sendo a maior espécie constituinte da infecgdo em 5
dos 8 casos. Em estudo similar, SABISTON et al. (1976), de um total de 65 casos
de abscessos dentais, relataram que 69% das espécies isoladas foram
bastonetes anaerdbios Gram-negativos (24% sendo Fusobacterium nucleatum) e
48,3% cocos anaerobios Gram-positivos (22,4% sendo Peptostreptococcus
micros, 15,5% P. anaerobius e 3,4% P. magnus). Resultado semelhante foi

encontrado por WILLIAMS et al. (1983) que investigando 10 casos com
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abscessos agudos observaram a maior freqliéncia das espécies Fusobacterium
nucleatum em 60% casos € em 14,8% dos isolados, Peptostreptococcus micros
em 50% dos casos e em 17,7 % dos isolados e P. anaerobius em 10% dos casos

e em 2,7% dos isolados.

Outras espécies de Peptostreptococcus foram encontradas em no presente
estudo tais como, P. anaerobius em 6,6% dos casos, P. magnus, P. tetradius e P.
asaccharolyticus todas em 3,3%. Embora a literatura destaque mais a presenca
da espécie Peptostreptococcus micros nas analises microbiologicas de abscessos
periapicais, nossos resultados mostram maior prevaléncia da espécie bacteriana
Peptostreptococcus prevotii em 43,3% dos casos investigados (13 canais

radiculares).

Neste estudo, a espécie bacteriana Gemella morbillorum foi encontrada em
30% dos casos (9 canais radiculares), similar a WASFY et al. (1992) que
encontraram este isolado como um dos mais freqiientes, em 47,4% dos casos
analiéados. Estes autores agruparam esta espécie com as anaerdbias, similar acs
estudos de KANTZ & HENRY (1974) e SABISTON et al. (1976), embora estes
ultimos, citem que Gemella morbillorum & uma espécie aerotolerante, como
classificada por MORSE (1987); SUNDQVIST et al. (1992b); GOMES (1995) e

também no presente estudo.

Streptococcus constellatus foi também uma das espécies bacterianas mais

encontradas em neste estudo, presente em 20% dos casos investigados (6 canais
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radiculares). Outros autores (SABISTON et al.,, 1976; KULEKGCI et al., 1996;
GOMES et al., 1996a,b) também encontraram esta espécie embora em menor

prevaléncia.

Outras espécies de Streptococcus foram encontradas no presente estudo,
tais como S. mitis (20%), S. oralis, S. sanguis, S. anginosus todas (6,6%) e S.
intermedius, S. acidominus e S. mutans todas (3,3%). Em estudos anteriores
(SABISTON et al., 1976; OGUNTEBI et al., 1982; WILLIANS et al., 1983), as
espécies S. mitis e S. sanguis foram encontradas predominantemente em casos
de abscessos endoddnticos. WASFY et al. (1992) encontraram S. mitis em 8,9%

(7 canais radiculares) de 78 casos estudados.

A presenga das bactérias pigmentadas de preto também foi investigada.
Prevotella intermedia/nigrescens, Prevotella corporis foram isoladas em 10% dos
casos (3 canais radiculares) e Prevotella loescheii, em 6,6% dos casos (2 canais
radiculares), embora Porphyromonas spp. nao tenham sido encontradas. GOMES
et al. (1995) comparou a inoculagdo direta sobre meio sélido das amostras
bacterianas de Porphyromonas endodontalis e Porphyromonas gingivalis através
de pontas de papel absorvente, com a inoculagdo das pontas no meio de
transporte (RTF) e observando que o primeiro método (colocagdo direta das
pontas de papel em meio sélido) permitiu recuperar maior nimero desses
microrganismos. Em nosso estudo, como ja citado, utilizamos o0 meio de
transporte VMGA Ill para o transporte das bactérias até o laboratério de

microbiologia, existindo a possibilidade de perda de espécie bacteriana. GOMES
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et al. (1995) afirmam que €& necessario o minimo de concentragcdo desses
microrganismos para O seu isolamento, e por conseqliéncia, para 0 seu
reconhecimento na situagéo clinica. GOMES (1995) pressupbe que se
Porphyromonas spp. estdo presentes em baixa concentragdo, sera dificil detectar
sua presencga pelo uso de métodos de cultura. Afirma, que falhas no crescimento
de tais microrganismos nao estdo associadas com a falta de condigbes

anaerodbias, outros fatores também podem existir.

Os resultados do presente estudo estdo em desacordo com os trabalhos
de WASFY et al. (1992) que identificaram bactérias pigmentadas de preto em
56,5% das coletas de canais radiculares infectados, dos quais 39,7% eram
Prevotella infermedia. Entretanto, os estudos de OGUNTEBI et al. (1982);
WILLIANS et al. (1983); LABRIOLA et al. (1983) as bactérias pigmentadas de
preto foram encontradas menos freqlentemente estando compativel com os
resultados deste estudo. VAN WINKELHOFF et al. (1985) admitem a dificuldade

em isolar estas espécies bacterianas.

BAUMGARTNER et al. (1996) observaram que 83% dos isolados
bacterianos analisados dos canais radiculares com lesdes periapicais eram
anaerébios. Dos 43 canais radiculares analisados, 23 apresentaram anaerdbios
pigmentados de preto: 3 com Prevotella intermedia, 13 com P. nigrescens, 5 com
P. melaninogenica, 4 com Porphyromonas gingivalis € 1 com P. endodontalis.
Também foram encontradas Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus

micros, Streptococcus morbillorum e ndo pigmentadas Prevotella oralis.
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No estudo de BROOK et al. (1981) analisando abscessos periapicais de
criangas, encontraram bactérias anaerébias em todos os espécimes observados.
No total de 53 isolados bacterianos, 20 eram Bacteroides spp. incluindo 9
“Bacteroides melaninogenicus”, 3 “Bacteroides oralis” e 3 “Bacteroides
corrodens”, 5 Fusobacterium spp., 17 eram cocos Gram-positivos anaerdbios
entre eles 3 Pepfococcus constellatus, 4 Peptostreptococcus micros € 7 eram

bacilos Gram-positivos anaerébios sendo 3 Actinomyces spp. e 3 Lactobacillus

spp..

Em 1999, BAUMGARTNER et al., analisaram 40 canais radiculares de
dentes com necrose pulpar e periodontite apical. Destes, 17 apresentaram
exsudato purulento dos quais © foram encontradas bactérias pigmentadas de
preto (Prevotella nigrescens em 6 dos 9 casos e Prevotella intermedia em 3 dos 9

casos).

No trabalho de HASHIOKA et al. (1992) observaram correlagdo positiva
das Dbactérias Peptococcus, Peptostreptococcus, Eubacterium lentum,
Porphyromonas gingivalis, P. endodontalis, Bacteroides spp. e canais radiculares
com exsudato purulento independente da presengca de dor espontanea ou

provocada.

KULEKCI et al. (1996) investigando a bacteriologia de abscessos dento-
alveolares agudos de pacientes que ja haviam recebido terapia antibidtica

empirica antes do tratamento endoddntico, observaram a predominancia de
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Prevotella spp. (25,7%), Peptostreptococcus spp. (17,1%) e Streptococcus spp.
(14,2%), mostrando a natureza polimicrobiana dos abscessos dento-alveolares

agudos, bem como o papel predominante das bactérias anaerodbias.

Em 30 canais radiculares infectados associados a abscessos periapicais
analisados no presente estudo, um apresentou cultura negativa e, dos 29 canais

radiculares restantes, foi isolado de 1 a 10 espécies bacterianas.

Na suposi¢cdo de que a microbiota de dentes associados a abscessos
periapicais deva conter uma quantidade minima de espécies necessarias para
produzir doenga, a média de espécie bacteriana encontrada por canal radicular
em nosso estudo foi 3,9. Nossos resultados foram compativeis com os estudos de
OGUNTEBI et al. (1982); WASFY et al. (1992); ADERHOLD et al. (1981);
SABISTON et al. (1976) que relataram valores de 2,5; 3,1, 36 e 3,8
respectivamente. WILLIANS et al. (1983) e BROOK et al. (1981) relataram

relativamente valores mais altos de 4,5 e 4,9, respectivamente.

Em 2 casos ocorreram a presenga de abscesso periapical em dentes
intactos sem evidéncia de cérie ou doenga periodontal e, com polpa necrética
determinado pelos testes de sensibilidade térmica. As bactérias encontradas
foram P. prevotii, F. necrophorum S. constellatus € P. micros em um dos casos, e
no outro, P. prevotii, F. necrophorum S. constellatus, P. anaerobius e Gemella
morbillorum, caracterizando presenga de microbiota mista anaerébia. WASFY et

al., 1992 avaliaram a microbiota de 78 canais radiculares de dentes intactos com
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polpa necrética associadas a infecgbes periapicais. Os isolados mais
frequentemente encontrados nesta populagao foram Eubacterium lentum (51,3%),
“Streptococcus morbillorum” (47,4%), “Bacteroides intermedius™(39.7%) e
Bacteroides ureolyticus (28,2%). Fusobacterium spp. foram encontradas em

(20,5%) e Peptostreptococcus spp. em (9,0%) dos casos.

KANTZ & HENRY (1974) identificaram a microbiota de 16 canais
radiculares de dentes intactos com polpas nao vitais. De 377 microrganismos
isolados, verificaram uma variedade de anaerdbios como Actinomyces israelii,
Actinomyces spp., Bacteroides fragilis, Bacteroides melaninogenicus,
Campylobacter spotorum, Eubacterium alactolyticum, Fusobacterium fusiforme,
Fusobacterium varium, “Peptococcus morbillorum”, Propionibacterium acnes,
Veillonella parvula sendo que Fusobacterium spp. com 41 isolados a espécie mais

frequente, e com menor prevaléncia, 7 isolados de “Peptococcus morbillorum’.

Bacteroides spp., Peptostreptococcus spp. e Fusobacterium spp.
dominaram os isolados anaerdbios no estudo de 54 culturas positivas de dentes
traumatizados realizado por BERGENHOLTZ (1974). Este autor afirma que a
existéncia de tecido necrético aumenta o potencial de risco para posterior

infecg@o e complicagbes periapicais.

CSERNYE! (1939) em um estudo sobre o efeito anacorético de
inflamagdes periapicais crénicas, afirma que estas sofrem efeito anacorético por

microrganismos e, que estes ndo permanecem no sangue, mas refugiam-se na
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area de inflamagao. Exemplifica a formacao de abscesso de dentes traumatizados
com polpa necrética, afirmando que esta produz alteracdo de metabolismo nos
tecidos periapicais que respondem com inflamacdo. O tecido inflamado atrai

microrganismos piogénicos, resultando no abscesso.

As diferengas na frequéncia de isolamento microbiano de um estudo para
outro, se da provavelmente devido a um grande nimero de varidveis que incluem
a técnica de coleta de amostras, 0 meio de transporte utilizado, o meio de cultura
e os meétodos de incubacdo e identificagdo. Podendo ser também devido as
diferentes quantidades de amostras investigadas em cada estudo e/ou estagio da

infecgao.

A lista de microrganismos identificados esta na Tabela 8, sendo compativel
com os encontrados na literatura consultada. Portanto, nossos resultados
sugerem que a técnica de coleta bacteriana empregada com isolamento absoluto
do dente e desinfecdo com hipoclorito de sbdio foi efetivo no controle de

contaminantes no campo operatério.

E importante que estes dados sejam obtidos periodicamente, para
monitorar possiveis mudangas nos tipos de microrganismos responsaveis pela

formagdo de abscessos periapicais.

A selecao de métodos para teste de suscetibilidade de anaerébios estritos

tem apresentado grandes dificuldades. Métodos desenvolvidos para
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microrganismos de crescimento rapido, como aerobios, tentaram ser adaptados
as necessidades dos anaerdbios estritos, mas mostraram problemas na

padronizagdo e nao conseguiram reproduzir resultados fiéis (WEXLER, 1993).

Segundo DUERDEN (1995) essas dificuldades s&o geradas por varias
razOes: 0s anaerdbios tendem a crescer mais lentamente que muitos aerdbios e
mesmo anaerdbios facultativos; e o equilibrio entre o efeito do antimicrobiano,
crescimento bacteriano, e a degradag¢io do antibiético podem variar muito mais
para os anaerobios. Essas caracteristicas afetam principalmente os resultados
dos teste de suscetibilidade com disco. Muitos anaerébios estritos necessitam de
meios mais enriquecidos (vitamina K e hemina), que aqueles usados para os
testes de aerdbios. Os meios de cultura s8o mais dificeis de serem padronizados,
e podem ocorrer interagbes entre os componentes do meio, por exemplo ©
sangue e o antibidtico. A presenca da fermentagdo de meios enriquecidos pode
levar a uma significante queda no pH do meio durante a incubagdo e,
consegilentemente, alterar os resultados dos antibiéticos sensiveis ao pH. Muitos
anaerdbios necessitam de CO, e, por isso, todas as misturas padroes de gas
para anaerébios contém CO, , fazendo com que haja mais redugédo do pH do
meio. Outra razdo € que alguns anaerdbios estritos ndo crescem adequadamente
em pequenas concentragdes nos indculos (padroes recomendados para testes de
suscetibilidade), assim, o crescimento dessas espécies bacterianas pode ser
inadequado, dificultando a obtengdo dos resultados. Testes de suscetibilidade
com discos néo sao recomendados pela NCCLS para anaerdbios de crescimento

lento. Os métodos recomendados sdo baseados em diluigdo em agar,
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microdiluicdo em caldo ou macrodiluicdo. Alguns desses métodos nao tém sido
inteiramente satisfatérios e ndo sdo apropriados para testes de isolados clinicos

individuais.

A alternativa utilizada esta sendo o “Epsilometer test’ (E-fesf) que oferece
a possibilidade de teste de suscetibilidade e determinagdo da concentragdo
inibitéria minima para isolados individuais (DUERDEN, 1995). CITRON et al.
(1991) afirmaram que o E-fest constitui-se de um método confiavel para teste de
suscetibilidade, tanto de bactérias anaerébias de crescimento rapido, quanto

aquelas de crescimento mais lento.

BOLMSTRON (1993) relata que os testes baseados em gradiente de
concentragao de antibidtico pode ser realizado e reproduzido, somente se este
gradiente estiver bem definido e permanecer estavel durante o periodo de tempo
critico de crescimento dos microrganismos a serem testados. O tempo critico para
o crescimento das bactérias anaerébias podem variar de 5 a 12 horas. A autora
ainda afirma que o E-fest apresenta um gradiente de concentragdo do antibiético
bem definido, cobrindo 15 niveis de diluicbes e quando colocado sobre o agar,
este se mantém estavel por no minimo 12 horas, tempo critico do inicio do

crescimento da maioria das bactérias anaerdbias estritas.

O meio de cultura escolhido neste estudo foi o Brucella agar + 5% de
sangue de carneiro desfibrinado, suplementado com vitamina K e hemina para

melhores condigdes de crescimento das bactérias anaerdbias estritas, produzindo
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CiMs consistentes e compativeis com a literatura. CITRON et al. (1991)
observaram menores discrepancias nas CIMs dos antibidticos testados quando
utilizaram o Brucella 4gar como meio de cultura para as bactérias, quando
compararam com o “Wilkens-Chalgren” agar. BOLMSTROM (1993) também
utilizaram Brucella agar suplementado com vitamina K e hemina e observaram

bom crescimento bacteriano e resultados consistentes de CiMs.

As espécies de Peptostreptococcus prevotii e Fusobacterium necrophorum
foram testadas contra os antibiéticos benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina +
acido clavulanico, metronidazol e clindamicina, mostrando alta sensibilidade a
todos as drogas. A azitromicina e eritromicina nao forneceram resultados
confiaveis através do método do E-fest, pois as CIMs desses antibidticos para as
bactérias anaerdbias estritas ndo foram ainda determinadas pela NCCLS (NCCLS
- M100 S8/M11 A4, 1997; VIGIL et al.,, 1997). Contudo, observamos a total
resisténcia da espécie Fusobacterium necrophorum & eritromicina, mostrando
crescimento da bactéria por toda a placa e CIM de 0,75 ug/mL para a espécie
Peptostreptococcus prevotii. A azitromicina apresentou a CIM de 4 ug/mL para a
espécie Fusobacterium necrophorum e de 0,75 ug/mL para a Peptostreptococcus

prevotii.

Esses resultados coincidem com os achados de YAMAMOTO et al. (1989)
que verificaram alta sensibilidade de 60 espécies de Peptostreptococcus isoladas
de canais radiculares com periodontites apicais agudas, quando testadas contra

as drogas peniciling, tetraciclinas, eritromicina e gentamicina, afirmando que as
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penicilinas sdo as drogas indicadas, quando necesséarias, como suporte ao
tratamento de canais radiculares com periodontite periapical aguda. Porém,
HUNT & MEYER (1983) detectaram o aparecimento de resisténcia entre espécies
de Peptostreptococcus, verificando que aproximadamente 15 % das espécies
isoladas eram resistentes a penicilina e ampicilina, contradizendo o estudo de
HUNT et al. (1978) no qual observaram, que as espécies de Peptostreptococcus
ndo apresentaram resisténcia aos antibidticos testados (ampicilina, cefalotina,
eritromicina e penicilina). Também observaram que em 31 espécies testadas, 16

mostraram resisténcia a eritromicina.

MATUSOW (1981) observaram que o0s Peptostreptococcus spp.
apresentaram sensibilidade aos seguintes antibiéticos: tetraciclina, eritromicina,
penicilina, clindamicina e ampicilina. As espécies Fusobacterium mostraram-se
sensiveis a tetraciclina, penicilina, clindamicina e ampicilina, sendo que para a

eritromicina de 4 espécies testadas 2 apresentaram-se sensiveis e 2 resistentes.

APPELBAUM et al. (1990) estudaram a correlacdo entre a producdo de
beta-lactamases com a atividade antimicrobiana da amoxicilina, amoxicilina +
acido clavulénico, cefoxitin, imipenen e metronidazol contra 320 espécies do
género Bacteroides nao pertencentes ao grupo dos Bacteroides fragilis (neste
grupo os autores incluem as espécies de “Bacteroides” pigmentadas de preto,
atualmente denominadas de Prevotella e Porphyromonas) e 129 espécies do
género Fusobacterium. Observaram que 64,7% das espécies do género

“Bacteroides” e 41,1% do Fusobacterium eram beta-lactamases positivas. Os
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autores afirmam que o acido clavulanico aumentou significantemente a atividade
antimicrobiana da amoxicilina, pois em 45,9% das espécies produtoras de beta-
lactamases apresentaram-se sensiveis in vifro a droga amoxicilina. Com a
associacdo da amoxicilina ao acido clavulanico, 90,4% das bactérias
apresentaram-se suscetiveis. Concluiram que, embora a resisténcia as penicilinas
tenha aumentado entre as espécies estudadas, as penicilinas associadas a
inibidores de beta-lactamases continuam altamente efetivas contra estas

bactérias.

Em 1992, APPELBAUM et al., avaliando a suscetibilidade de 540 espécies
de bacilos anaerdbios Gram-negativos incluindo Fusobacterium spp. frente os
antibidticos amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico, temafloxacin e

clindamicina apresentaram-se sensiveis.

CULLMANN et al. (1993) estudando a suscetibilidade de bactérias
anaerdbias, relataram que a eritromicina ndo foi eficaz contra os anaerébios
Gram-negativos dentre eles Bacteroides spp. e Fusobacterium spp. Observaram
que até mesmo algumas espécies Gram-positivas apresentaram resisténcia, entre
elas Peptostreptococcus spp..

Segundo WALKER (1992), a eritromicina tem sido ineficaz contra a maioria
das bactérias Gram-negativas, devido sua incapacidade de penetrar no complexo

membrana externa-parede celular.

De acordo com FASS (1993), a azitromicina tem boa ag@o contra as
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bactérias Gram-negativas, como Haemophilus influenzae e Fusobacterium spp. e
alguns bacilos Gram-negativos entéricos, 0 que presumivelmente se deve a uma
melhor penetragdo da droga através da membrana externa e parede celular.
Porém, segundo o autor, a azitromicina € menos ativa que a eritromicina contra
bactérias Gram-positivas. O autor observou que, embora atividade antibacteriana
dessas drogas variasse entre microrganismos, como regra geral, as bactérias
sensiveis & azitromicina também eram sensiveis a eritromicina, o que foi também
observado quanto a resisténcia, com exce¢do do Fusobacterium spp., que se

apresentaram sensiveis somente a azitromicina.

CITRON et al. (1991) compararam as concentragdes inibitérias minimas
determinadas pelos métodos do E-test e diluicdo em agar utilizando 105 espécies
de bactérias anaerdbias dentre elas, Peptostreptococcus e Fusobacterium,
isoladas clinicamente contra diversos antibidticos entre eles penicilina,
metronidazol e clindamicina. Observaram que as espécies Peptostreptococcus e

Fusobacterium apresentaram-se sensiveis aos antibidticos testados.

O meétodo do E-test foi escolhido para o presente estudo, devido a dois
critérios principais: por apresentar boa correlacdo com o método referente
recomendado pela NCCLS (diluicdo em meio sélido) e, por ser um método
simples, rapido e capaz de reproduzir resultados adequados durante o estudo de

bactérias anaerdbias estritas (CITRON et al., 1991).

Com os resultados obtidos neste estudo e confrontando-os com a
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literatura, podemos concluir que ha presenga de microbiota mista com
predominancia de bactérias anaerdébias Gram-positivas nos canais radiculares
infectados associados a abscessos periapicais, com a espécie
Peptostreptococcus prevoti  como a mais representativa das bactérias

encontradas.

Classificou-se os abscessos periapicais quanto a localizagdo e 0 abscesso
periapical submucoso difuso foi o mais encontrado em 13 (43,3%) dos casos
investigados, sendo que nestes casos, em 8 houve a presenca da espécie
Peptostreptococcus prevotii, seguida de 4 casos com Gemella morbillorum e em 3
casos com a espécie Fusobacterium necrophorum (FIGURA 11), sugerindo

correlagao positiva entre abscesso submucoso difuso e as respectivas bactérias.

Diante destes resultados as espécies bacterianas anaerdbias estritas
Peptostreptococcus prevotii e Fusobacterium necrophorum foram testadas
através do E-ftest e apresentaram-se altamente sensiveis aos antibidticos
benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina + &acido clavulanico, metronidazol e
clindamicina. Logo, em pacientes em condi¢des de risco de desenvolvimento da
endocardite bacteriana ou quando indicada a terapia antibidtica durante o
tratamento de pacientes com abscessos periapicais, estes antibidticos séo
recomendados. Os resultados deste trabalho estdo de acordo com o estudo de
DAJANI et al. (1997) onde a escolha da amoxicilina deve ser a primeira opgéo

entre as drogas terapéuticas.
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O uso indiscriminado de antibidticos para complementar tratamentos
odontolégicos deve ser evitado pois, pode levar a sérias consequéncias incluindo
reacOes alérgicas as drogas usadas, desenvolvimento de superinfecgdes com
espécies bacterianas resistentes e exposicdo desnecessaria de pacientes a

certas toxicidades e efeitos colaterais dos medicamentos (FOUAD et al., 1996).

Novas pesquisas, s30 necessarias para 0 maior conhecimento do padrao

de suscetibilidade das bactérias associadas a abscessos periapicais.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, nas condi¢des experimentais deste

estudo, pode-se concluir que:

1- Os resultados encontrados indicam presenga de microbiota mista com
predominancia de bactérias anaerdbias Gram-positivas em canais radiculares de

dentes associados a abscessos periapicais.

2- Houve relagdes positivas entre a presenca abscessos periapicais e certas
bactérias:

2.1- Encontrou-se a prevaléncia do abscesso submucoso difuso em 43,3%
(13) dos casos investigados e em 8 dos 13 casos a presenga da espécie
Peptostreptococcus prevotii, seguida de 4 casos com Gemella morbillorum e em 3
casos com a espécie Fusobacterium necrophorum, sugerindo correlagao positiva

entre abscesso submucoso difuso e as respectivas bactérias.

2.2- abscesso submucoso localizado e presenga Peptostreptococcus

anaerobius.

3- Houve relagbes positivas entre alguns sinais e sintomas e a presenga de
determinadas bactérias:

3.1-Exsudato purulento e Peptostreptococcus prevotii,
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3.2-Edema e Gemella spp..

3.3-Les&o periapical e Eubacterium lentum;

3.4-Dor a percussao e Bacteroides gracilis;

3.5-Histéria prévia de dor e dor presente com as espécies

Peptostreptococcus anaerobius, Streptococcus oralis e Streptococcus sanguis.
4- As espécies Peptostreptococcus prevotii e Fusobacterium necrophorum

estudadas, apresentaram-se sensiveis a benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina

+ acido clavulanico, metronidazol e clindamicina.
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ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO
ESPECIFICO PARA A PESQUISA

TITULO: “ESTUDO BACTERIOLOGICO DE CANAIS RADICULARES
ASSOCIADOS A ABSCESSOS PERIAPICAIS”

Esta pesquisa visa a identificagdo de bactérias encontradas nos canais
radiculares de dentes que precisam de tratamento de canal e apresentam

abscesso periapical.

Neste estudo iremos:

a) investigar os tipos de bactérias encontrados nos canais radiculares de
pacientes que apresentam abscessos periapicais;
* Abscessos periapicais sao caracterizados por acumulo de pus nos tecidos ao
redor da raiz dental, em geral, devido a presenca de bactérias no interior do
canal radicular.

b) determinar se ha relacdo destas bactérias com a localizagao dos abscessos;

c) analisar a sensibilidade das bactérias isoladas de canais radiculares com

abscessos periapicais, a diversos tipos de antibiéticos.
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Para que servira a sua participagao:

Os resultados obtidos irdo auxiliar no entendimento de sinais (inchago) e
sintomas (dor) de pacientes com abscessos. A identificagdo das bactérias no
canal radicular, possibilitarda a realizacdo de um antibiograma (estudo da
sensibilidade dessas bactérias a antibiéticos existentes no mercado farmacéutico)
que nos orientara a escolha de antibidticos, que quando necessario,
complementara o tratamento de emergéncia, ajudando o organismo a combater a

infecgéo.

Como sera feito?

A coleta de amostra de bactéria é simples e faz parte do tratamento de
canal que ja é realizado nesta Faculdade, ndo existindo outro método alternativo
para tal. Ela consiste em colocar uma ponta de papel absorvente estéril dentro do
canal radicular, sendo que esta ponta absorvente ja é utilizada rotineiramente no
tratamento endoddntico, para secar o canal.

Os procedimentos a serem realizados serdo: assepsia durante toda a
tratamento de canal e durante coleta de bactérias; colocaggo do isolamento
absoluto no paciente com a utilizagao do lengol de borracha; descontaminagéo
do campo operatério; confecgdo da abertura coronéria do dente e, em seguida, a
coleta das bactérias com auxilio de gas nitrogénio, para manter as bactérias
anaerdbias (bactérias que ndo vivem na presenga de oxigénio do ar) vivas. Esse

procedimento sera realizado com o uso de um cilindro de gas nitrogénio, ao qual
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se encontra acoplado uma vélvula de seguranga, uma mangueira e uma cénula
sugadora, formando um dispositivo que direciona 0 gas somente para a regido do

dente no qual sera realizada a coleta.

Nesta pesquisa, depois de secar o canal, a ponta de papel absorvente sera
colocada num meio de cultura liquido (“meio” utilizado para manter as bactérias
coletadas vivas), que sera posteriormente analisado para verificacdo do

crescimento desses microrganismos.

O procedimento & indolor. Se caso venha sentir dor, esta dor ndo sera por
causa da coleta de bactéria e sim, devido & persisténcia dessa infecgdo nos
canais radiculares e/ ou nos tecidos periapicais (tecido que esta ao redor do
dente). Se a dor ocorrer fora dos dias marcados para a execugio do tratamento,
vocé podera ser atendido no Plantdo de Urgéncia da FOP-UNICAMP, que
funciona normalmente de segunda a sexta-feira, de 8:00 as 12:00 hs e de 13:30
as 17:30 hs, sendo que o atendimento realizado sera 0 mesmo de rotina do
Plantdo, que é tirar a dor. Quanto ao tratamento do dente e a outro tipo de
tratamento, vocé sera orientado pelos profissionais do Plantdo a procurar a
Triagem da Faculdade ou outro tipo de Atendimento Odontoldgico, como ja é feito
com todos os pacientes que passam pelo Atendimento do Plantdo (somente o

alivio da dor e orientagdo para outro tipo de atendimento).

Pode ocorrer algum risco?

Ndo terd nenhum risco de vida ou mudanga no seu atendimento

convencional, ja realizado diariamente nesta Faculdade.
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O uso da ponta de papel absorvente para secar os canais radiculares faz

parte do tratamento de canal de rotina e néo traz nenhum risco de vida.
Como ja mencionado o procedimento & indolor.

Durante todo o tratamento de canal e coleta de bactéria serdo utilizados,

luvas e 6culos de seguranga para protecdo do operador e do paciente.

Quais sdo os bheneficios?

Os beneficios prestados estdo diretamente relacionados com o
desenvolvimento de um tratamento de canal mais eficaz, baseado nos resultados
da pesquisa clinica. Por exemplo, se for constatado qual o antibiético tem maior
efeito sobre as bactérias coletadas do proprio paciente, este saira ganhando, pois
conseguiremos com a administragdo de antibidticos adequados, auxiliar o

organismo a combater a infec¢ao e se recuperar.

Esclarecimentos sobre a pesquisa:

Se participar desta pesquisa, tera toda a liberdade de pedir
esclarecimentos sobre a metodologia (como é feito o trabalho) antes e durante a
pesquisa, podendo ou nao concordar em participar. Caso recuse, ndo havera
prejuizo ao seu tratamento, o qual sera prosseguido normalmente, com alivio da

dor no Plantéo de Urgéncia e orientacdo para a continuagao do tratamento.
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Se recusar a participar ou retirar o seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, vocé nao sera penalizado e ndo havera prejuizo ao seu tratamento, o

qual sera prosseguido normalmente.

Apesar dos resultados clinicos e microbiolégicos (estudo do tipo de
bactéria encontrada no canal) serem divulgados publicamente para fins
académicos e cientificos, serad preservada a sua privacidade quanto aos dados

confidenciais que possam a ser envolvidos nesta pesquisa.

Se participar desta pesquisa nao tera nenhum gasto financeiro. Se por
acaso, houver necessidade de deslocamentos ou procedimentos adicionais para
coleta de amostra, além das necessarias para o tratamento de canal

convencional, os gastos com este deslocamento serdo ressarcidos.

Qualquer divida com relagao a pesquisa, podera nos encontrar através do
telefone 4305215 - Departamento de Endodontia, procurar por Prof. Dr. Caio ou
Ezilmara, Av. Limeira, 901 - Faculdade de Odontologia de Piracicaba, FOP-

UNICAMP.
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TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Declaro para os devidos fins que eu,
---------------- , me disponho a participar da pesquisa intitulada “ESTUDO
BACTERIOLOGICO DOS ABSCESSOS PERIPAPICAIS” e permito a divulgagdo
dos dados clinicos e microbiolégicos obtidos desta pesquisa. Estou ciente dos
objetivos desta pesquisa e de todos os procedimentos e concordo com a
metodologia para coleta de amostras microbiolégicas do(s) dente(s) submetido(s)
ao tratamento endodéntico, na Faculdade de Odontologia de Piracicaba-
UNICAMP. Estou também ciente de minha liberdade de recusar a participar ou
retirar 0 meu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem ser penalizado e

sem prejuizo ao meu tratamento, o qual sera prosseguido normalmente.

Assinatura:

Local e data:
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MEIOS DE CULTURA

Fastidious Anaerobe Agar (FAA) — Agar para anaerobios exigentes — (LAB-M,

Bury-inglaterra)

1. Descricdo

Meio primario de isolamento capaz de favorecer o crescimento dos
anaerdbios de maiores implicagdes clinicas.

As peptonas s&o incorporadas para maxima estimulacéo de crescimento.
Amido e bicarbonato de sédio atuam como agentes desintoxicantes, enquanto
que a hemina favorece a producéo de pigmento nos “Bacteroides” de pigmento
preto. Agentes especificos de estimulagdo de crescimento sdo os seguintes:
cisteina para Fusobacterium necrophorum, Propionibacterium acnes e
Bacteroides fragilis, arginina para Eubacterium spp.; pirofosfato solivel para
Porphyromonas asaccharolytica. Piruvato contribui para a neutralizacdo do
peréxido de hidrogénio e pode ser também utilizado pela Veilionella spp. como
fonte de energia. Vitamina K e succinato de sédio fornecem fatores essenciais de
crescimento para alguns anaerdbios como também 0,1% de glicose. O nivel baixo
de glicose impede a producgdo de niveis elevados de acidos e de alcoois que

poderiam inibir o crecimento microbiano.
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2. Método para reconstituicdo

Dispensar 23,0 g do pé em 500mL de agua deonizada. A suspensao deve
ser mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. E esterilizada por
autoclavagem a 121°C por 15 min. e resfriada a 47° C. Entdo adicionar
assepticamente 5% de sangue de carneiro desfibrinado, misturar bem e distribuir

nas placas de petri.

Este meio pode ser seletivo para varias espécies de anaerdbios através da

adicdo de antibibticos seletivos, exemplo:

1. Anaerébios Gram-positivos ndo formadores de esporos e Actinomyces:

acido nalidixico (Lab X091).

2. Clostridium spp. (anaerdbios esporulados) e outros anaerébios:

neomicina (Lab X015).

3. Anaerébios Gram-negativos: acido nalidixico + vancomicina (Lab

X090).

3. Aparéncia

Vermelho devido a adicdo de sangue. O meio fica escuro (reduzido) mais

tarde devido a presencga de agentes redutores.
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4. Armazenagem do meio preparado

Placas: até 7 dias a 4° C no escuro.

5. Inoculagéo

Em superficie, plaqueando para obter colénias puras.

6. Incubagéo

A 37° C anaerobicamente em atmosfera de 80% Hy, 10% Na, 10% CO», por

periodos entre 48 horas e 7 dias.

7. Fomula
FOMMUIA. ... et e e e e e e e e e e e va e raareeaees g/L
Mistura de PePIONA ... 23,0
ClOTEIO A8 SOQIO ... .o e et e s r e e e s aenas 50
AMIAO SOIUVEL......ccooeoeee e e e et e e e e 1,0
A N® 2. e e e e e e e e e e e e e e aea e e e e ea e ataeaeaeeaaanns 12,0
€1 [ToTe L1 TSSOSO URPPURI 0,4
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Piruvato de SOTI0. ... e 1,0

Monoidrato HCL Cisteing ... 1,0
[ Lo 1112 = SRR 0,5
VAN K e 0,001
L argining. . oo 1,0
Pirofosfato SOIUVEl ... o 0,25
SUCCINALO A SOUIO ... 0,5

PH:74+0,2
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FIGURA 13- Frasco contendo agar para anaerdbios exigentes FAA — Fastidious

Anaerobe Agar (meio sélido)

142



MEIOS SELETIVOS

Fastidious Anaerobe Agar (FAA)

a) FAA + NAL (acido nalidixico-X 091) — LAB-M, Bury-Inglaterra

Este meio é seletivo para anaerdbios Gram-positivos ndo formadores de

esporos.

Preparo:

Para 500mL de agua deonizada + FAA (g) + 5% de sangue de carneiro,
utiliza-se um vidro de acido nalidixico (X091) que é diluido em 5§ mL de agua

destilada previamente, e em seguida a mistura & adicionada assepticamente ao

meio estéril e resfriado a 47°C.
Concentragéo final:

e Acido nalidixico =0,01mg/mL.

b) FAA + NAL + VAN (Vancomicina-X090) — LAB-M, Bury-Inglaterra

Este meio é seletivo para anaerébios Gram-negativos.

Preparo:

Para 500mL de agua deonizada + FAA (g) + 5% de sangue de carneiro,
utiliza-se um vidro de acido nalidixico (X091) e um vidro de vancomicina (X090)
que sao diluidos em 5 mL de agua destilada previamente, e em seguida a mistura

é adicionada assepticamente ao meio estéril e resfriado a 47°C.

143



Concentragao final:
e Acido nalidixico =0,01mg/mL

e Vancomicina = 0,0025mg/mL

c) FAA + NEO (neomicina-X015) — LAB-M, Bury-inglaterra

Este meio & seletivo para clostridios e outros anaerdbios, como
Bacteroides fragilis e alguns cocos anaerobios.

Preparo:

Para 500mL de agua deonizada + FAA (g) + 5% de sangue de carneiro,
utiliza-se um vidro de neomicina que é diluido em 5 mL de agua destilada

previamente, e em seguida a mistura é adicionada assepticamente ao meio estéril

e resfriado a 47°C.
Concentracéo final:
e neomicina = 0,075mg/mL

d) FAA + VAN (X090) +KAN (Kanamicina-X018) — LAB-M, Bury-inglaterra

Este meio € seletivo para anaerdbios Gram-negativos, particularmente

bactérias pigmentadas em preto.

Preparo:

Para 500mL de agua deonizada + FAA (g) + 5% de sangue de carneiro,
utiliza-se um vidro de vancomicina (X090) e um vidro de Kanamicina (X018) que

sdo diluidos em 5 mL de agua destilada previamente, e em seguida a mistura é
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adicionada assepticamente ao meio estéril e resfriado & 47°C.
Concentragao final:
e Vancomicina = 0,0025mg/mL

e Kanamicina = 0,075mg/mL
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SUPLEMENTO ANAEROBICO G-N

Anaerobe Selective Supplement G-N (OXOID, Hamshire-Inglaterra)

Suplemento seletivo para anaerébios Gram-negativos.

1.Composigao

Cada vidro é suficiente para suplementar 500 mL de meio.

[ [T 1111 o F- T USSP RSP RURN 2,50 mg
V=Y gt To o] o - SRR .0,25 mg
SUCCINALO SOAICO......eeeeiiiii ittt e e e et s e ee e e 1,25 mg
ACIHO NANKAIXICO ..ottt et 5,0 mg
AV gTere] 11171 4 T- OO USRS SRR ROURR 1,25 mg

2.Instrucbes para 0 uso

Agregar ao vidro, 10 mL de agua destilada e misturar suavemente até
dissolver completamente. Apds, agregar o contetido do vidro & 500 mL de meio
de cultura + 5% de sangue de carneiro desfibrinado que deve estar a 47°C.

Misturar bem e distribuir em placas estéreis.
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Fastidious Anaerobe Broth (FAB) — Agar para anaerdbios exigentes — (LAB-M,

Bury-Inglaterra)

1. Descricdo

Desenvolvido pela LAB-M em conjunto com o laboratério de microbiologia
do Hospital HOPE, Salford-Inglaterra.

Meio capaz de favorecer o crescimento dos anaerdbios de maiores

implicacdes clinicas.

As peptonas sdo incorporadas para maxima estimulacéo de crescimento.
Vitamina K, hemina e L-cisteina s8o também fatores de crescimento para alguns
anaerobios. L-cisteina junto com tioglicolato de sédio reduz o Eh (redox) do meio

e o agar inibe a absorgdo do axigénio e corrente de propagacio.

2. Método para reconstituicgo

Dispensar 14,85g de pé é adicionado a 500 mL de agua deonizada. A
suspensdo deve ser mantida em repouso por 10 min., depois agitada para
misturar e fervida para dissolver o agar. A mistura € dispensada em tubos que séo
deixados semiabertos durante a esterilizac8o. E esterilizada por autoclavagem a

121°C por 15 min.. Os tubos s8o fechados apés a autoclavagem.

3. Aparéncia

Amarelo, claro, viscoso. Pode alterar a cor ao ter contato com a acéo do
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oxigénio.Se o meio tornar-se avermelhado indica que o oxigénio esta
sendo absorvido, e 0 meio deve ser reaquecido para desoxigenar. Nao

pode reaguecer mais de uma vez.

4. Armazenagem do meio preparado

Em tubos, no maximo por trés meses de 15-20°C no escuro.
5. Inoculagéo

Se usado como um meio de cultura com sangue, uma diluicdo minima de
1: 10 dever ser usada.
6. Incubagéo

37°C por 24-72horas. Tubos bem fechados.

7. Férmula

FOMMUIA ..ttt e e e et e e e et e s e e e e e e esaeaeaeeaeasaannees g/L
Mistura de peptona....... ... e 15,0
Extrato de Levedura... ..o 1,0
Tioglicolato de SOIO..........coiiiiiiiieie e 12,0
Cloreto de SO0 .....ooiiii e 2,5
Y= L [OOSR RURROTN .0,75
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L-CiSteiNe HCL ... .o e e e r e .0,5

RESBZUNIN. ...ttt e e e et e e e st sae e e e eneeaeesaneeeeea e senan 0,001
Bicarbonato de SOQI0..........coooiiiiiiiiiie e .04
o (=1 1111 - T OO U USROS 0,005
VIAMINEA Koot es .0,005

PH:72%0,2
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FIGURA 15 - Frasco contendo agar para anaerdbios exigentes FAB — Fastidious

Anaerobe Broth (meio em caldo)
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Brucella Medium Base (OXOID, Hampshire-Inglaterra)

1. Descricéo

As peptonas s8o incorporadas para maxima estimulacdo de crescimento. A
Glicose fornece fatores essenciais de crescimento para alguns anaerdbios. O
nivel baixo de glicose impede a producdo de niveis elevados de acidos e de
alcoois que poderiam inibir o crecimento microbiano. O agar inibe a absorgdo do

axigénio e corrente de propagacao.

2. Método para reconstituicéo

Dispensar 22,50 g do p6 em 500mL de agua deonizada. A suspensdo
deve ser mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. E esterilizada por
autoclavagem a 121°C por 15 min. e resfriada a 47° C. Entdo adicionar
assepticamente 5% de sangue de carneiro desfibrinado, 500uL de Hemina® e
menadiona™ preparados previamente, misturar bem e distribuir em placas de petri
estéreis.

# A hemina favorece a producdo de pigmento nos “Bacteroides” de pigmento.
preto.

## Vitamina K fornece fatores essenciais de crescimento para alguns anaerobios.
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3. Aparéncia

Vermelho devido a adi¢do de sangue. O meio fica escuro apés acrescentar

a hemina.

4. Armazenagem do meio preparado

Placas: até 7 dias a 4° C no escuro.

5. Inoculagédo

Em superficie, plaqueando para obter colénias puras.

6. Incubagao

A 37° C anaerobicamente em atmosfera de 80% Ha, 10% Nz, 10% CO,, por

periodos entre 48 horas e 7 dias.

7. Fémula
FOMMUIR ...t e e e e e e e e ea e e e e st e e e e e e e eaeeaaaeeaaanns g/L
PEPIONG ...t a e 10,0
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............................................................................................

Extrato de carne

€1 ToT0 11 YRR USROS 10,0
(0401 (=] (o Yo 1o o [[o NN RS RPRURRRRURRPURR 5,0
AL ..ottt 15,0

PH:7,6+0,2
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FIGURA 16 - Frasco contendo meio de cultura agar Bruscella (utilizado no teste

de suscetibilidade — E-tesf)
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MEIO DE TRANSPORTE

VMGA Il — Viability Medium Géteborg Agar

1. Propriedades

Consisténcia — semi-sélido em temperatura ambiente, semi-fluido acima de 30°C

(0,2% agar — 5% gelatina)

Substéncia neutralizante — carvao no veiculo de amostragem

Solugdo protetora (coldide)— Producdo de peptona 0,1%, gelatina 5%

Indicador de oxi-reducéo — azul de metileno

Comentarios — Este meio deve ser colocado em um recipiente bem fechado. Pode
ser armazenado por um longo tempo sem ter contato com oxigénio.

Aplicacdo — para amostragens pequenas como por exemplo com ponta de papel

absorvente.

2. Componentes

COMPONENEES . ..ottt quantidade
1 GOIALING e, 10,09
2 T IDLOSE 2 e 5,09
B TRIOIONE 2 oo, 5,09



4.Cisteina HCL *

.................................................................................................. 0,5¢g
5.Acido de tioglicolato (99%) °...........c.oovecureeeerecereeseeeree e 0,5mL
B.AQUA AESHIAAA ..o 900mL
7.Solugdo de sal estoque ©...............ovoviieeeeeeeee e, 100mL

Os ingredientes de 1 a 6 s&@o dissolvidos na agua destilada e misturados com a
solugéo de sal (7). O pH é ajustado a 7,4 com solucdo de hidréxido de Sédio (Na
OH=1M). O meio é dispensado em tubos (3-50mL) ou em eppendorfs e

autoclavados a 121°C por 20 min.. Estocados a temperatura ambiente.

@ Solugdo de sal estoque

Ca Clo. BH2O Pro @NAL.........oeieeeiiieieeeeeeee et r e 2,49
KCL PrO @naAl......cooooiiiiiie ettt et aa e e e ennnneaa 4,29
N L et a e 10,09
MGSO4 . TH2O ...t 1,09
Glicerofosfato de SOTIO..........cuvviiieiiee e 100g
Agua destilagda ...............coouiviuiuieiecece e 1000mL

Os sais sao dissolvidos em 800 mL de agua destilada. O volume é completado

com agua destilada. Estocado a + 5°C.

Fabricantes:
1. Gelatina — Difco Laboratories, Detroit, Ml, EUA, # 0143

2. Triptose - Difco Laboratories, Detroit, M, EUA, # 0124
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3. Thiotone — BBL Microbiology Systems, Cockeysville, MD, EUA, # 02-108
4. Solucao de cisteina (Cisteina-Hipoclorito) ~ Merck # 2839

5. Acido tioglicolato - Difco Laboratories, Detroit, Mi, EUA, # 0250
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“KITS” DE IDENTIFICAGAO

RapiD ID 32A

1. Descrigdo

O sistema RAPID ID 32A (#3 230 0) é um sistema de identificagdo para

anaerobios usando testes enzimaticos miniaturizados e padronizados.

Cada “kit” consiste de 25 fitas, caixa de plastico para incubag¢éo fechada,
bloco de anotagdes para os resultados e o manual de instrugbes. Cada fita possui
32 cupulas, sendo que 29 contém substancias dehidratadas e sdo usadas para os
testes. Apds a incubagdo durante 4 horas, as reagdes sdo lidas usando “ATB
instruments” ou pelo método visual. A identificagdo é obtida usando o Analytical
Profile Index (para leitura visual) usando o “ATB PLUS” ou através de um

programa de computador chamado “APILAB ID 32" (para leitura automatizada).

O “kit" RapID ID 32 Strep deve ser estocado a 2-8°C.

2. Materiais

a)Meio para suspenséo (#7 060 0) ou 2 mL de agua destilada
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b)Reagente JAMES (#7 054 0)

Componente J 2183..... ... 0,5¢

d) Reagente para reducdo de Nitrato

NIT 1 (#7 044 0)

ACIAO SUKANTICO. ..ot 0,8g

ACIAO ACBHEO 5 Nt e rer s 100mL
NIT 2 (#7 045 0)

N-N-Dimetil-1-naftilamine................ccccccooviiiii e, 7,00g

ACIAO BCEHCO 5 N e 100mL

e) Reagente FB (#7 056 0)

Fast BIUG........oooiiiee e 0,35¢g

SoIVENte OrGANICO OSP.. .. ceeiiieieeeieeie et e e et e e e aaeeee e 100mL

f) Oleo mineral (#7 010 0)

g) “Swabs” estéreis

h) Padrdo McFarland: 4 (#7 090 0)
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i) Pipeta Plastica

j) Placas contendo meio de cultura (agar + Sangue)

k) Jarras para anaerobiose + gerador de anaerobiose (Anaerogen-OXOID,
Hampshire-inglaterra) +indicadores de anaerobiose (OXOID, Hampshire-

Iinglaterra) ou Camara de anaerobiose

3. Procedimentos para a identificagdo

Os microrganismos sdo subcultivados em placas contendo FAA + 5% de
sangue de carneiro por 24-48 horas a 37°C, sob condigbes anaerébias, de acordo
com a necessidade do microrganismo, obtendo-se assim, melhores condi¢des de
crescimento. A cultura deve estar pura, observado a morfologia da coldnia,
Coloragao pelo método de Gram, producdo de catalase e requerimento gasoso.
Estes procedimentos permitem a identificacdo primaria das espécies em Cocos

Gram-positivos, catalase-negativa e anaerobiose facultativa.

Um “Swab’estéril &€ usado para a inoculagdo no meio em suspensido ou na
agua estéril sem aditivos. O inéculo em suspens@o homogénea é ajustado a

turbidez do Padrao McFarland 4.

Uma pipeta estéril é introduzida no inéculo, e cada cupula da fita é
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inoculada com 2 gotas da suspens@o bacteriana. Apés, duas gotas de dleo

mineral é adicionado na cipula URE (1.0).

A fita é colocada na caixa de plastico e levada para incubagdo, sob

condi¢bes aerdbias a 37°C por 4 horas.

162



S

Gélose Columbia au sang / Columbia biood agar /

Columbia-Blutagar / Agar Columbia con sangre /
Agar Columbia at sangue

|

Suspension Medium

Tests morphologiques
Contréle d'aérobiose (O2)
Morphological tests
Aerobiosis control (0z)
55 wl/ cupule / Vertiefung / cipula / cupola

Morphologische Tests
Aerobe Kontrolle (O2) nggggggg \@, URE
Tests morfélogicos
Control de aerobiosis (02) rapid ID 32 A
Tests morfologici
Controllo in aerobiosi (02} l
4:00 37°C
000000000 C000000 NIT - NIT 1 +NIT 2
s8000ess0c0sssOe ‘ IND : JAMES
N/ )
rapid 1D 32 A PAL —» SerA : FB

l

LB .

l
9]

FIGURA 17— llustragéo representativa dos procedimentos para identificacdo do

“kit” de identificagdo Rapid ID 32A
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CUPULE TEST REACTION RESULT
NEGATIVE POSITIVE
1.0 URE UREase
e yellow red
1.1 ADH Arginine DiHydrolase
1.2 aGAL | alpha GALactosidase
1.3 BGAL beta GAlLactosidase
1.4 BGP beta Galactosidase 6 Phosphate
1.5 aGLU |alpha GLUcosidase colorless yellow
1.6 BGLU | beta GLUcosidase
1.7 aARA | alpha ARAbinosidase
1.8 BGUR |beta GlucURonidase
1.9 BNAG |beta N-Acetyl-Glucosaminidase
1.A MNE MaNnosE fermentation
red yellow-orange
1.B RAF RAFfinose fermentation
1.C GDC Glutamic ac. DeCarboxylase yeliow-green blue
1.0 aFUC |alpha FUCosidase colorless ' yellow
1E Empty cupules
1.F
NIT1+NIT2/5 min-<10 min
0.0 NIT Reduction of NiTrates colorless [ red
JAMES /5 min - < 10 min
0.1 IND |INDole Production colorless ! pink
FB /5 min-<10min
0.2 PAL Phosphatase Alcaline colorless I purple
FB /5 min - < 10 min (ArgA — SerA)
0.3 ArgA | Arginine Arylamidase
0.4 ProA Proline Arylamidase
0.5 LGA Leucy! Glycine Arylamidase
0.6 PheA [ Phenylalanine Arylamidase
0.7 LeuA |Leucine Arylamidase
0.8 PyrA Pyroglutamic ac. Arylamidase colorless orange
0.8 TyrA | Tyrosine Arylamidase pale orange
0.A AlaA Alanine Arylamidase
0.B GlyA Glycine Arylamidase
0.C HisA Histidine Arylamidase
0.D GGA Glutamyl Glutamic ac. Arylamidase
0.E SerA Serine Arylamidase
O.F Empty cupule
FIGURA 18- Quadro utilizado para obtengdo dos resultados do “kit” de

identificagcdo Rapid ID 32A
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FIGURA 19 - Embalagem do “kit’ de identificacdo Rapid ID 32A e reagentes

utilizados
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RaplID ANA il system

1. Descricéo

O sistema RaplD ANA Il é um método miniaturizado empregado para
identificac&o bioquimica de substratos cromogénicos e convencionais, neste caso,

de bactérias anaerdbias clinicamente significantes.

Cada “kit” consiste de 20 recipientes para testes de RaplD ANA i, bloco de
anotagbes para os resultados, manual de instrucbes, manual de dados (Rap/D

ANA 1l System Code Compendium) e 1 frasco de reagente RapiD ANA |] .

Cada recipiente de RaplD ANA I contém 10 cavidades com reacdes
(reacbes dehidratadas) e proporciona 18 scores de teste. As cavidades de 3 a 10
sdo bifuncionais, contendo 2 testes diferentes na mesma cavidade. Testes
bifuncionais significa que o primeiro score é obtido sem adicdo do reagente,
mostrando o primeiro resultado do teste. Na mesma cavidade é observado outro
score com a adicdo do reagente fornecendo o resultado do segundo teste. A

identificac@o é obtida apds 4 horas de incubacio.

O recipiente de teste RaplD ANA Il e reagentes devem ser estocados a 2-
10°C. O fluido para inoculacdo RaplD (Rapl/D Inoculation Fluid), deve ser

estocado a 15-30°C, na embalagem original.
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2. Materiais

a) 25 tubos fechados contendo em cada 1 mL de fluido de inoculagido RaplD

(#25-102)
KCI 7,59
Ak et 0,59
Agua deionizada.............c.ccvevcveiceioieeeeeeeeee e, 1000 mL

pH: 7,5-9,5

b) 1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Spot Indole (#30-9002)

c) 1 frasco contendo reagente suficiente para 20 recipientes de RaplD ANA i

Reagent

Ingredientes reativos:

3-fenil 4-metilaninoacrolein..................cccooocoiecocesie s 0,01 %
ACIAO NIAFOCIOIICO......o...oo oo 0,1 %
ACIHO BCEHCO. ..o 1%
Detergente ... 0,1 %

d) Swabs estéreis

e) Pipetas estéreis
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fy Padrdo McFarland: 3

g) Placas contendo FAA + 5% de sangue de carneiro desfibrinado

h) Jarras para anaerobiose + gerador de anaerobiose (Anaerogen-OXOID,

Hampshire-Inglaterra) +indicadores de anaerobiose (OXOID, Hampshire-

Inglaterra) ou Camara de anaerobiose

3. Procedimentos para identificacéo

Os microrganismos sado subcultivados em placas contendo FAA+5%
sangue de carneiro por 18 a 24 horas a 37°C. As culturas puras s3o
primariamente checadas pela morfologia da colonia, coloragdo de Gram,

producao de catalase e requerimento gasoso.

Um swab estéril & usado para inoculagdo das colbnias bacterianas no
fluido de inoculagdo RaplD. A suspensdo do microrganismo que sera testado
devendo atingir no minimo o equivalente ao padrdo McFarland 3, é preparada
(uma suspensao preparada com turbidez menor que padrao McFarland 3 pode
comprometer o desenvolvimento do teste). As suspensdes sdo misturadas e
agitadas (se necessario), e usado até 15 minutos do preparo. A pelicula de

protegéo do recipiente é devidamente descolada para a inoculagéo bacteriana.
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Uma pipeta estéril € introduzida na suspensdo bacteriana, e todo o
conteudo é transferido para o recipiente de teste, na clpula do canto direito
superior. O recipiente para teste é entdo, selado novamente pela pelicula de

protecdo, mantendo-o em superficie horizontal.

- J,;s;;gcnerﬁscatztw@iﬂs

Este é gentilmente inclinado de forma que a suspensdo seja distribuida

uniformemente nas clpulas superiores.
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Apds, o recipiente € inclinado aproximadamente 45°, para o lado oposto
fazendo com que a suspensao bacteriana escoe, para as cavidades que contém

as enzimas.

FRONT OF TRAY -

Recoloca-se o recipiente na posi¢ao horizontal e, € levemente tocado na
superficie externa da cavidade para remog¢ao de bolhas de ar. A seguir, o

recipiente é incubado sob condi¢bes aerbbias a 37°C durante 4 horas.

Apds a incubagdo do recipiente, cada cavidade &€ examinada quanto a
reac@o enzimatica observando presenga ou auséncia de coloragédo, sendo este o

primeiro resultado.

Ao adicionarmos os reagentes nas cavidades de teste especificas, obtem-
se 0 segundo resultado, através da reacdo do reagente e observando-se a

alteragéo da cor.

-

O resultado obtido € comparado com o padrdo, que é encontrado no

manual de dados.
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Organisms aken from pure
culiyre on ager madia

Prapars & #3 MasFadang
suspansion in RapiD inoculation
Fluld

ooy

inoculate ReplD ANA 11 Panet;
incubsis for 4-8 hours and read
imuiadiatoly of ratrigerata for
next day teading.

Ragord color changes on RapiD ANA 1L
Report Form. Relstance microcode
number against RapiD ANA 11 Cods
Campendium for identfication.

INTERPRETATION OF RaplD ANAII SYSTEM TESTS

Cavity  Test Reaction
No. Code Reagent Positive Neagative Comment
BEFORE REAGENT ADDITION
1 URE None Red or Purple Yollow to orange Shades of orange or reddish-orange should be scored as negative.
2 BLTS
3 aARA
4 ONPG
5 aGLU None Medium or Clear, tan or Only the developmaent of a distinct yeliow is a positive test. Pale yellow
6 BGLU bright yellow very pale yellow or a hint of yeliow should be scored NEGATIVE.
7 aGAL
8 aFuC
9 NAG
10 PO4
AFTER REAGENT ADDITION
3
4 GLY Allow at least 30 seconds but no more than 2 minutes for color
5 PRO RapiD Purpla, viotet Yellow, orange development.
6 PAL ANATH red or dark pink or pale plnk
7 ARG REAGENT Only significant color development should be scored as positive.
8 SER Pale shades of color should be scored as negative.
9 PYR
10 IND Innova Spot  Blue or Any other color Any shade of blus or blue-green should be scored positive without
Indole blue-green regard to intansity.
Reagent

FIGURA 20 - A- llustragao representativa dos procedimentos para identificagdo

do “kit” de identificacdo Rapid ANA II; B- Quadro utilizado para

obtencéo dos resultados do “kit” de identificagdo Rapid ANA Il
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FIGURA 21 - Embalagem do “kit’ de identificacdo Rapid ANA |l e reagentes

utilizados
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RaplID NH system

1. Descrigao

O sistema RaplD NH (# 1-1001), € um método miniaturizado qualitativo
empregado para identificacdo de espécies clinicamente significantes de Neisseria
e Haemophilus, e também Eikenella e Actinobacillus, através de substratos

convencional e cromogénico.

Cada “kit” consiste de 20 recipientes para testes de RaplD NH, blocos de

anotagdes para resultados e um manual de instrugdes.

O recipiente para teste de RaplD NH contém 10 cavidades para reagdes
(com enzimas dehidratadas), que proporciona 12 “scores” para os testes, e se
necessario, um décimo terceiro score de teste (NO,). As cavidades de teste 8, 9 e
10 sao bifuncionais contendo 2 testes diferentes na mesma cavidade. O primeiro
teste & obtido sem adicdo do reagente, fornecendo o primeiro resultado. Na
mesma cavidade é adicionado o reagente que fornece o segundo resultado. Os

testes bifuncionais s&o distintos e ndo necessariamente relatados.

Apds 4 horas de incubagdo, as reagbes sdo obtidas através da leitura
visual. Identificagcdes sdo realizadas usando cada score de teste individual, em

conjunto com as informagdes obtidas através da morfologia colonial coloragdo de
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Gram, producéo de catalase e requerimento gasoso. O resultado padrdo do score
positivo e negativo &€ usado como base para identificacéo do teste isolado pela
comparacgao dos resultados obtidos com resultado padrao que é encontrado no

manual de dados (Rap/D NH System Code Compendium).
O recipiente de teste RaplD NH e reagentes devem ser estocados a 2-
10°C. O fluido para inoculagdo RaplD (Rap/D Inoculation Fluid), deve ser

estocado a 15-30°C, na embalagem original.

2. Materiais

i) 25 tubos fechados contendo em cada 1 mL de fluido de inoculagdo RapID

(#25-102)
KCl 7,59
07 104 OO T OO OO 0,59
Agua deionizada............cccooveuieeeeeeeeeee e 1000 mL
pH: 7,5-9,5

j) 1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Spot Indole (#30-9002)

k) 1 frasco contendo 15 mL de reagente /nnova Nitrate Reagent A (#30-9003)

I) 1 frasco contendo 15 mL de reagente /Innova Nitrate Reagent B (#30-9004)
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m) Swabs estéreis

n) Padrdo McFarland: 3

o) Placas contendo FAA + 5% de sangue de carneiro desfibrinado

3. Procedimentos para identificacao

Os microrganismos s&o subcultivados em placas contendo FAA+5%
sangue de carneiro por 18 a 24 horas a 37°C. As culturas puras sao
primariamente checadas pela morfologia da colonia, coloragdo de Gram,

producdo de catalase e requerimento gasoso.

Um swab estéril é usado para inoculagdo das coldnias bacterianas no
fluido de inoculagdo RaplD. A suspensdo do microrganismo que sera testado
devendo atingir no minimo o equivalente ao padrdo McFarland 3, & preparada
(uma suspensao preparada com turbidez menor que padrdo McFarland 3 pode
comprometer o desenvolvimento do teste). As suspensdes sdo misturadas e
agitadas (se necessario), e usado até 15 minutos do preparo. A pelicula de

protegdo do recipiente é devidamente descolada para a inoculagédo bacteriana.

Uma pipeta estéril € introduzida na suspensdo bacteriana, e todo o

conteudo é transferido para o recipiente de teste, na cupula do canto direito
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superior. O recipiente para teste é entdo, selado novamente pela pelicula de

prote¢do, mantendo-o em superficie horizontal.

~_Biochemical Wells

Este é gentiimente inclinado de forma que a suspensdo seja distribuida

uniformemente nas cupulas superiores.
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Apds, o recipiente € inclinado aproximadamente 45°, para o lado oposto
fazendo com que a suspensdo bacteriana escoe, para as cavidades que contém

as enzimas.

FRONT OF TRAY —

Recoloca-se o recipiente na posi¢cao horizontal e, € levemente tocado na
superficie externa da cavidade para remog¢do de bolhas de ar. A seguir, 0

recipiente é incubado sob condi¢cdes aerdbias a 37°C durante 4 horas.

Apé6s a incubacdo do recipiente, cada cavidade é examinada quanto a
reagdo enzimatica observando presenga ou auséncia de coloragédo, sendo este o

primeiro resultado.
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Ao adicionarmos os reagentes nas cavidades de teste especificas, obtem-
se 0 segundo resultado, através da reacdo do reagente e observando-se a
alteragéo da cor.
O resultado obtido € comparado com ¢ padrdo, que & encontrado no

manual de dados.
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INTERPRETATION OF RaplID PANEL TESTS

Cavity Test REACTION
No. Code Reagent Positive Negative Comments
BEFORE REAGENT ADDITION:
1 PRO Any development of a
2 GGT None Yeollow Ciear or Tan YELLOW color should be
3 ONPG scored POSITIVE.
Only a YELLOW or yeliow-
4 Gty None Yellow or yellow- Red or orange orange color is POSITIVE
5 sSuC orange Red or dark orange is
negative test.
The development of a
YELLOW or YELLOW-
ORANGE color throughout
the well should be scored
6 EST None Yellow or yellow- Red or orange POSITIVE . A red layer may
orange form on the top of the well.
Gentiy shake the panel to mix
and score as outlined.
- §
ONLY the development of a
7 RES None Pink Purple, blue or significant PINK color is a
" violet POSITIVE {est
Only the development of a
8 PO4 None Yellow Clear, tan, or significant YELLOW color
very pale yellow should be scored POSITIVE
Only the development of a
9 ORN None Red Yellow or orange RED color should be scored
as POSITIVE
Only the development of a
10 URE None Red or reddish- RED color should be scored

violet

Yetliow or light
orange

as POSITIVE

AFTER REAGENT ADDITION:

Allow at least 1 minute, but no more than 5 rminutes for color development

lead {o color development in negative test cavities

8

NO?2

Nitrate A Reagent
Nitrate B Reagent

Clear or straw

Prolonged standing of tests after reagent addition may

Red or pink

ANY development of a RED or
PINK coloris a NEGATIVE test

NO3

Nitrate A Reagent
Nitrate B Reagent

Red or crange

Yellow

ANY development of a RED or
ORANGE coloris a POSITIVE
test.

10

IND

Spot Indole Reagent Brown, black or

darkening

Qrange or red

ANY developmentofa BROWN
or BLACK is a POSITIVE test

FIGURA 22 - Quadro utilizado para obtencdo dos resultados do “kit’ de

identificacdo Rapid NH
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FIGURA 23- Embalagem do “kit" de identificacdo Rapid NH e reagentes

utilizados
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API 20 Strep

1. Descrigao

O sistema APl 20 Strep (#) é um teste bioquimico para identificacdo da
maioria dos Streptococos encontrados na bacteriologia médica baseado em 20

testes.

Cada “kit” contém 25 tiras de testes, recipiente de incubagéo, ampolas de
meio GP, bloco de anotacdes para os resultados € manual de instrugdo API 20
Strep. A identificagio das cepas pode ser interpretada com “Analytical Profile
Index” ou com o software APILAB. As tiras de testes APl 20 Strep e as ampolas

devem ser armazenadas entre 2-8°C.

2. Materiais

a) Meio de suspenséao

AQUA AESHIAAR ..........ooocoeeee e 2mL

b) GP medium (meio GP) 2mL

CUSEBING ... 0,5g
TrPIONA ... 20,09
Cloreto de SOTIO.............oooooocoeeeeeeeeeeeeeeeee e 5,0g
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Sulfito de SO0 ...,
Vermelho fenol ..o,

Agua desmineralizada qSp ...

pH: 7,8

c) Reagentes

NIN

NINRIATING ..o

2-MetoXietanol. .. ..o

VP 1 (#7 042 0)

VP2 (#7 043 0)

O-NAROL e,

ERNOL ..o

ZYM A (#7 047 0)

Tris-hidroximetil-aminometano ...
Acido hidroclorico ..o,

Sulfato de lauril SOIO.........cooooooeeee

182



ZYM B (#7 048 0)

AzUl rAPIdO BB......... s 0,35¢g

2-metoxietanol

c) Padrao de McFarland: 4 (#7 090 0)

d) Pipetas plasticas descartaveis estéreis

e) Oleo Mineral (#7 010 0)

f) Swabs estéreis

g) Placas contendo FAA + 5% de sangue de carneiro desfibrinado

3. Procedimentos para ldentificacdo

Os microrganismos sao subcultivados em placas contendo FAA + 5% de
sangue de carneiro desfibrinado durante 18-24 horas a 37°C. A cultura pura das
colénias bacterianas deve ser primariamente determinada pela morfologia das

colonias, coloragdo de Gram, producdo de catalase e requerimentos gasosos.
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Estes procedimentos permitem a identificacdo primaria das cepas como cocos

Gram-positivos, catalase negativa e anaerébios facultativos.

Swab estéril € usado para inoculagdo do meio de suspensio. Utiliza-se um
inéculo moderado e a suspensdo microbiana homogénea € ajustada com turbidez

igual ao padrao McFariand 4.

Cinco mL de agua é adicionado no recipiente de incubagao para se manter

uma atmosfera imida e a seguir coloca-se nele uma tira de testes APl 20 Strep.

Uma pipeta estéril é entdo introduzida no meio de suspensao e somente a
porgdo inferior das cupulas (testes VP a ADH), é preenchida com a suspensao,
evitando a formagéo de bolhas. Na segunda metade do teste (RIB a GLYG), abrir
a ampola do meio GP e o que sobrou da suspensao transferir para esta. Misturar

bem e distribuir a nova suspens&o nas clpulas restantes.

Preencher as clpulas dos testes ADH a GLYG com duas gotas de dleo

mineral.

Tampar a tira e incubar o conjunto sob condigbes aerdbias a 37°C durante
4 horas. Apds este periodo, adicionar os reagentes, anotar os resultados
comparando-0s ao resuitado padrédo encontrado no manual de dados APl 20

Strep.
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Geélose au sang / Bivod agar / Blutagar /
Agar con sangre / Agar al sangue

7
//@
.
£ / 7.
Gélose Colombia au sang / Columbia blood agar /

Columbia Blutagar / Agar Columbia con sangre /
Agar Columbia al sangue

37°C

o

24:00

'

Suspension Medium 2 ml

]

i

APl GP Medium

(e eey
J

4:00 (s 37°C
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FIGURA 24 - llustrag&o representativa dos procedimentos para identificacdo do

9]

- Cocci/ Kokken / Cocos / Cocchi
- Gram +
- Catalase / Katalase / Catalasa / Catalasi ~

- [

VP —» ADH

!

|

<o @@

VP VP1+VP2
HIP  :NIN
PYRA—P LAP : ZYMA + ZYM B

®@c

“kit” de identificagdo Api 20 Strep
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TESTS SUBSTRATES REACTIONS/ENZYMES RESULTS
NEGATIVE | POSITIVE
VP 1+VP2/wait10min (3)
VP Pyruvate Acetoin production Colorless l Pink-Red
HIP | Hippurate Hydrolysis Colorless/Pale blue Dark blue/Violet
4 hrs. 24 hrs. 4 hrs. 24 hrs.
ESC | Esculin B-glucosidase Colorless Colorless Black Black
Pale yellow Pale yellow Grey
Light grey
ZYM A + ZYM B/ 10 min (PYRA to LAP) (1)
if necessary, decolorize with intense light
PYRA | Pyrrolidonyl 2 naphthylamide | Pyrrolidonyl arylamidase | Colorless or very pale orange‘J Orange
aGAL z:g:‘;:;;;z‘:;:@gi de o-galactosidase Colorless Violet
BGUR gfg.ztmﬁiﬁ; B-glucuronidase Colorless Blue
BGAL g;?:gtt;!:::;i.g de B-galactosidase Colorless or very pale violet Violet
PAL | 2-naphthyl phosphate Alkaline phosphatase EJo;;e;; 07 v.e—r;—p-a‘-l-e-;i;l;_t ———————— V-x oEf ......
LAP |Ll-eucine-2-naphthylamide Leucine arylamidase T E'o—f;l;s; T B;;;g: ——————
ADH | Arginine Arginine dihydrolase ) Yeliow Red
4 hrs. 24 hrs, 4 hrs. 24 hrs.
RIB | Ribose Acidification ‘Red Orange/Red | Orange/Yeliow Yellow
ARA | L-Arabinose Acidification Red Orange/Red | Orange/Yellow Yellow
MAN | Mannitol Acidification Red Orange/Red | Orange/Yeliow Yellow
SOR | Sorbitol Acidification Red Orange/Red | Orange/Yeliow Yellow
LAC |lactose Acidification Red Orange/Red | Orange/Yellow Yellow
TRE | Trehalose Acidification Red Orange/Red | Orange/Yellow Yeliow
INU | Inulin Acidification Red Orange/Red | Orange/Yellow Yellow
RAF | Raffinose Acidification Red Orange/Red | Orange/Yellow Yellow
AMD | Starch (2) Acidification Red Orange/Red | Orange/Yellow Yellow
GLYG | Glycogen. Acidification Red or Orange Bright yellow

(1) During a second reading after 24 hours of incubation, a deposit may be noticed in the tubes where the ZYM A and
ZYM B reagents have been added. This phenomenon is normal and should not be taken into consideration.

(2) The acidification of starch is frequently weaker than that of other sugars.

(3) A pale pink color obtained after 10 minutes should be considered negative.

FIGURA 25 - Quadro utilizado para obteng&o dos resultados do “kit” de

identificacéo Api 20 Strep
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FIGURA 26 - Embalagem do “kit’ de identificacdo APl 20 Strep e reagentes

utilizados
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APl Staph

1. Descricéo

APl Staph (#2 050 0) é um sistema bioquimico para identificagcdo de

Stafilococos e micrococos baseados em 19 {estes.

Cada “kit” contém 25 tiras de testes, recipiente de incubagdo, ampolas de
meio APl Staph, bloco de anotacdes para os resultados, manual de instrucdo API
Staph e de dados. A identificac&o das cepas pode ser interpretada com “Analytical
Profile Index” ou com o software APILAB. As tiras de testes APl Staph e as

ampolas devem ser armazenadas entre 2-8°C.

2. Materiais

a) Meio de API Staph

Extratode Levedura.................. o, 0,59

Bactopeplone ... 10g

Cloreto de SOIO.............ooooooo 59

Elementos de identificag@0 ... 10 mL

Agua destilada gSpP oo 1000 mL
PH7,5
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b)Reagentes

NIT 1 (#7 044 0)

Acido SUKANTHCO. ......c.ceveeiiveeeeeeeeeeeeeeee e, 0,8¢g
Acido aCtICO 5 N......o.ovivieiiiceerceeee e 100mL
NIT 2 (#7 045 0)
N-N-Dimetil-1-naftilamine............c...cooriii s 7,00g
Acido @CEtICO 5 N........cocveeievereecrereeeeeieeeece et 100mL

VP 1 (#7 042 0)

Hidroxido de POtASSIO ..., 40,09

VP2 (#7 043 0)
OFNATLON .. 6g

B ANl oot en e 100 mL

ZYM A (#7 047 0)

Tris-hidroximetil-aminometano ..., 25¢g
ACIAO NIAFOCIOCO ... 11 mL
Sulfato de lauril SOAIO.................cooooeeeeee s 10g
AQUR .ot e 100 mL
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ZYM B (#7 048 0)

Azul rapido BB...........cooooooee e 0,35¢g

2-metoxietanol

h) Padrao de McFarland: 0.5 (#7 090 0)

i) Pipetas plasticas descartaveis estéreis

j) Oleo Mineral (#7 010 0)

k) Swabs estéreis

[) Placas contendo FAA + 5% de sangue de carneiro desfibrinado

3. Procedimentos para ldentificagcao

Os microrganismos s&o subcultivados em placas contendo FAA + 5% de
sangue de carneiro desfibrinado durante 18-24 horas a 37°C. A cultura pura das
coldnias bacterianas deve ser primariamente determinada pela morfologia das
coldnias, coloragdo de Gram, producdo de catalase e requerimentos gasosos.
Estes procedimentos permitem a identificagdo primaria das cepas como cocos

Gram-positivos, catalase positiva e aerébios/anaerébios facuitativos.
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Swab estéril € usado para inoculagdo do meio de inoculagdo do API Staph.
Utiliza-se um inéculo moderado e a suspensdo microbiana homogénea é ajustada

com turbidez igual ao padrao de McFariand 0,5.

Cinco mL de agua é adicionado no recipiente de incubagdo para se manter

uma atmosfera Umida e a seguir coloca-se nele uma tira de testes AP Staph.

Uma pipeta estéril é entdo introduzida no meio de APl Staph e somente a
porgao inferior das clpulas (testes VP a ADH), € preenchida com a suspenséo,

evitando a formagao de bolhas.

Preencher as clpulas dos testes (ADH) e (URE) com duas gotas de éleo

mineral.

Tampar a tira e incubar o conjunto sob condigdes aerdbias a 37°C durante

18 horas. Apds este periodo, adicionar os reagentes e anotar os resultados,

comparando-0s ao resultado padrdo encontrado no manual de dados APl Staph.
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Géelose au sang / Blood agar / Blutagar /
Agar con sangre / Agar al sangue

!

Reésistance a la
lysostaphine

Resistance to
lysostaphin

Lysostaphinresistenz

Test de la resistencia
a la lisostafina

Test di resistenza
alla lisostafina

api Staph Medium

|

188858588068 6858088088
api Staph

!

18:00 - 24:00 |%%* 37°C
XX

!

[BUBEUEEELE SUVEEEEEYY]

api Staph

- Cocci / Kokken / Cocos / Cocchi
- Gram +

- Catalase + / Katalase + / Catalasa + /
Catalasi +

E
!
5

)
2

VP : VP1+VP2
NIT . NIT1+NIT2
PAL: ZYM A +ZYMB

®@c

FIGURA 27 - llustrag&o representativa dos procedimentos para identificagdo do

“kit” de identificacdo Api Staph
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TESTS SUBSTRATE REACTIONS 7 ENZYMES RESULT

NEGATIVE POSITIVE
o] No substrate Negative control red —_
GLU | D-Glucose (Positive control)
FRU |D-Fructose
MNE | D-Mannose
MAL | Maltose Acidification due to
LAC |Lactose cagbohydrate utilization red yellow

TRE |D-Trehalose
MAN | D-Mannitol
XLT | Xylitol

MEL | D-Melibiose

NIT 1+ NIT 2710 min

NIT | Potassium nitrate Reduction of nitrate to nitrite colorless-light pink ' red
ZYMA+ZYMB/10 min
PAL | B-naphthyl-acid phosphate | Alkaline phosphatase yellow I violet
VP 1+ VP 2/10 min

VP Sodium pyruvate Acetyl-methyl-carbinol production colorless violet-pink
RAF [|Raffinose

XYL | Xylose

SAC | Sucrose Acidification due to red yellow
MDG | a-methyl-D-glucoside carbohydrate utilization

NAG | N-acetyl-glucosamine
ADH | Arginine Arginine dihydrolase yellow orange-red
URE {Urea Urease yellow red-violet

The acidification tests should be compared to the negative (0) and positive (GLU) controls.

When MNE and XLT are preceded or followed by positive tests, then an orange test should be considered negative.

FIGURA 28 - Quadro utilizado para obtengio dos resultados do “kit” de

identificacdo Api Staph
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FIGURA 29 - Embalagem do “kit * de identificacdo APl Staph e reagentes

utilizados
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FIGURA 30 - Ficha de resumo com os aspectos clinicos e radiograficos dos 30
pacientes com canais radiculares associados a abscessos periapicais.

P UISEX |DEN |DOR  HD | DPA DP | TEP |NEC | H | RES |CAR|AB | ED | LES | EXS | FIS | MOB | ABS
1 E 32 S N N N N ) NIDEF| N N N 8 P S N FZ
2 M 45 S N S S N S NIDEF | N N 1 S N C N N _|'S
M 45 S N N S N S NI PRO| N N | N N P N N 1o
E 26 N S S S N S N{DEF | N N S S P S N FZ
E 15 S N S S N S N| A S N | N s H N N SP
E 12 S N s 8 N S NI DEF: N N | 8 8 P N N
F 14 S S 8 8 N ] N|DEF | N N 8 N Se | N N_|S
E 36 S N S S N S N |DEF! N N 8 N Se | N S SP
M 46 S N S S N S N A 8 N1 8§ S P N N
E 41 N S N S N S NIPRO| N N N S8 HP | 8 S FZ
11 M 48 S N S S N S N{DEF| N N1 S S Se | N N
M 15 S N S S S N NIDEF | N NI S S P N N _|S
M 22 S N S S N S NIPRO! S N | 8 S P N N SP
E 44 S N 8 ] N S N A S N 1 S S P N N
E 21 S N S S N S N[ A s N1 8 S P N S
M 46 S 1S) S 8 N S NIPRO! N NS S Se | N N IS
1 M 21 N S ] S N S NI A S N 1.8 S P N S
E 12 N ] N N N S N | DEF | N N | S S) 54 S N E
M 23 ) S S S N S N A S N1 S N Se | N N
E 26 S N S S N S S A N N1 S N P N N
M 41 S N ) N N <] NIDEF| N NI S S P S N EZ
E 35 S N S N N 8 NIDEF!| N N 8 S H N S S
M 14 S N N S N S NIDEF| N NS N Se | N N SP
E 46 S N 8 S N S N A N S .. 8 S Se | N N
E 45 N 8 S S N S S| A N N1 S S S N N _| 8
E 46 S N S S N 8 NIDEF @ N N1 S S HP | N N
78 M 21 S N 8 S M S N{DEF | N N | N S Se | N N SP
M 11 ] N ) S N S NIPRO| N NS 8 Se | N M _|S
E 22 N N N N S N NIPRO| N N | N S Se | S N EZ

S=sim; N=ndo

P=paciente;SEX=sexo-F= feminino, M=masculino; DEN=dente; HD=histéria de dor; DPA=dor & palpag¢éo;
DP=dor & percussdo; TEP=tratamento endododntico prévio; NEC=necrose; H=higido; RES=restauragio-
DEF=definitiva, PRO=proviséria, A=ausente; CAR=cariado; AB=aberto; ED=edema; LES=lesdo;
EXS=exsudato, =purulento, =hemorragico, C=claro, Se=seco; FiS=fistula; MOB=mobilidade;
ABS=abscesso, SP=subperidsteo, SMD=submucoso difuso, SML=submucoso localizado, 10=intra-0sseo,
FZ=fistulizacéo.
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FIGURA 31 - Ficha de resumo com os achados microbiolégicos dos 30 pacientes
com canais radiculares associados a abscessos periapicais e a localizacao clinica
dos respectivos abscessos encontrados.

Microrganismos

Actinomvees viscosus

reptocon 1 L L IS I i. Gemella morbiflorum. Gemella haemo

repfococcus anginosuy

& RIIVIOG 0L

mmmmmmgbaﬂrmum hommls

Fusobacterium necrophorum ostridium bterminaje emella morbiflorum. Gemella haemo Qllo

revolells infermedia Peptostreniococet asaccharolvii hacterium aerofacien

constellatus. Gemella morbillorum. Cardiobacterium hominis

Peptosirenfoco micros. Pepfostreptococcus tetradius pIOCO( 3ty ardiobacterium homini
Nei p o

Peptostreptococcusanaerobius, Peptostreptococcus prevotii Gemella morbillorum, Staphviococcus epidermidi

Bacteroides aracilis. Peptostreptococcus micros. Peptostreptococcus prevotil, Clostiidium hastiforme. Lactobaci
acfobacillus minute, Streptococcus orali reptococcus miti reptococcus intermedius. Staphviococcus epide

dermidis. Bacteroid o

revotelia intermedia. Prevotella loescheii. Peptostrenfococ micro
subterminale. Lactobacillus spp.

Peplosire ploco micro Heplosireploco 18 prevolif ysobacterium necrophorum A 8,00, 010. 0,017

Peplostreptococcus micro bacterium limosum. Veillonella spo.. Staphviococcus saccharolvti

praeacula. Peptostrepfococcus sop.

revotella corporis. Prevotella onis. Bacferoides gracilis. Peptostreptococcus prevoli,

Prevotella corporns, Peptostreptococcus maan Peplosirepioco

Frevotella puccae
lentum. Streptococcus mitis. Gemella morbillorum
Peptostreptococcus prevolii. Lactobacillus acidoriny

Capnocviophaga sop,

Paptostrepltoco «:-uu, Pepfostreptococcus p ii. Fusobacferium necrophorum. Streptococet

Prevotella infermedia. Prevotells poris. Peptostreptococey

Fusobacterium necrophorum. Strepfococcus constellatus
Peptostreptococcus micros. Peptostreptococcus prevotii Fusobacterium necrophorum. Gemella morbillorum

Actinomvces naeslundii. Streptococcus mitis. Enferococcus sop

*P=paciente; Abs=abscesso, SP= Subperidsteo, SMD=Submucoso difuso, SML=submucoso
localizado,FZ=fistulizagao, 10=intra-6sseo
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