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RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram caracterizar as comunidades
microbianas presentes em canais radiculares (CR) com necrose pulpar e
abscessos periapicais agudos (APA) de amostras pareadas, e determinar in vitro a
suscetibilidade antimicrobiana de bactérias anaerébias estritas isoladas através do
método de E-test. Coletas microbiologicas de 20 CR e 20 amostras de exsudatos
de APA dos mesmos pacientes foram processadas e caracterizadas empregando-
se métodos de analise do polimorfismo do fragmento terminal de restricao
(APFTR), cultura microbiana e testes bioquimicos, PCR e Nested-PCR. Os dados
foram analisados estatisticamente, de acordo com suas caracteristicas. Amostras
de CR e APA néo diferiram no nimero de microrganismos ou diversidade de suas
comunidades quando avaliadas através da técnica de APFTR. Poucas espécies
foram detectadas simultaneamente nos ecossistemas correlacionados. Nenhuma
espécie foi detectada em todas as amostras, e a maioria foi detectada em apenas
uma amostra. A técnica da cultura microbiana demonstrou predominio de
anaerdbios estritos pertencentes ao género Prevotella spp. e as espécies
Parvimonas micra, Gemella morbillorum e Bacteroides ureolyticus em ambos
ecossistemas. As espécies Porphyromonas endodontalis, Prevotella nigrescens,
Filifactor alocis, T. socranskii e T. denticola foram freqientemente detectados nos
CR e APA, através do PCR ou Nested-PCR. E. faecalis foi detectado em CR em
uma unica amostra. Em 45% dos casos, observou-se a presenca de ao menos
uma cepa resistente a um ou mais agentes antimicrobianos testados. Amoxicilina,
amoxicilina + &cido clavulanico e penicilina G foram os antibidticos mais efetivos,
enquanto que maiores niveis de resisténcia foram observados para eritromicina e
azitromicina. As cepas isoladas dos APA demonstraram valores inferiores de CIM
quando comparadas aquelas isoladas em CR, exceto para a penicilina G.
Comunidades microbianas com perfis heterogéneos foram observadas em

amostras de canais radiculares e abscessos periapicais, de um mesmo paciente.
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Os microrganismos isolados em ambos o0s ecossistemas revelaram padrées ndo
similares de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos mais prescritos em

Endodontia.

PALAVRAS-CHAVES: microrganismos, comunidades microbianas, infecgéao
endoddntica primaria, canal radicular, abscesso periapical agudo, -cultura
microbiana, APFRT, PCR, Nested PCR, E-test.
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ABSTRACT

The aim of this study was to examine the profile of microbial communities in
necrotic root canals (RC) and acute periradicular abscesses (AP) in paired
samples. The antimicrobial susceptibility was determined with E-test for strict
anaerobes. Paired samples of RC and PA exudates were collected from 20
subjects and analyzed by terminal restriction fragment length polymorphism (t-
RFLP), microbial culture, PCR, and Nested-PCR. Statistical analysis was
performed. RC and PA were not different in the number of species or in the
community diversity, however very few species were shared between the two
communities. No single t-RF fragment was detected in all samples, and the
majority was detected in only one sample. Strict anaerobes were frequently
isolated in RC and PA samples, comprising the genus Prevotella spp., and the
species Parvimonas micra, Gemella morbillorum e Bacteroides ureolyticus
species. Porphyromonas endodontalis, Prevotella nigrescens, Filifactor alocis, T.
socranskii e T. denticola were frequently detected in the RC and PA. Only one RC
sample harbored E. faecalis which was detected with molecular methods. The E-
test showed that at least one resistant strain was isolated from 45% of the
subjects. Amoxicilin, amoxicilin + clavulanic acid and penicilin-G were the most
effective antimicrobial agents, and high resistance levels were observed for
erythromicin and azithromicin. PA isolates had lower MIC than RC strains, except
for pennicilin-G. In conclusion, the microbial profiles of the RC and PA communities
are distinct and diverged between all subjects. The heterogeneous profiles RC and
PA produced microbial interactions that affected the susceptibility to the most
frequently prescribed antimicrobial agents in Endodontics.

KEY WORDS: microorganisms, microbial communities, primary endodontic
infections, root canal, acute periradicular abscess, microbial culture, TRFLP, PCR,
Nested PCR, E-test.
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1 INTRODUCAO

O sistema de canais radiculares em dentes com necrose pulpar
constitui um nicho ecolégico complexo que propicia condi¢des adequadas para o
desenvolvimento da infec¢gdo endoddntica (Sundqvist, 1992) e pode ser a fonte de
microrganismos causadores das infec¢des extra-radiculares (Bergenholtz, 1974;
Moller et al., 1981). O numero elevado de células microbianas e com habilidade de
invadir tecidos, associado a supressao momentanea da resisténcia do hospedeiro,
permite 0 estabelecimento de uma infecgdo aguda nos tecidos periapicais. As
interacdes microbianas (Gharbia & Shah, 1993), as pressbes exercidas pelo
ambiente (Haapasalo, 1993) e o continuo desafio proporcionado pela acao do
sistema imune humano (Ziembuhr et al., 1999) restringem o nimero de espécies

capazes de colonizar estes ecossistemas.

A partir dos anos 70, o aprimoramento das técnicas de coleta e
isolamento de microrganismos através do desenvolvimento de meios de cultura,
meios de transporte e métodos de identificacdo mais precisos e rapidos permitiram
a deteccdo de uma gama variada de espécies, ampliando a populacdo de
espécies associadas com o desenvolvimento de patologias pulpares e periapicais.
Além disso, a cultura de microrganismos permite a realizacdo de testes de
suscetibilidade dos patégenos aos agentes antimicrobianos (Siqueira & Rocas,
2005a) e ainda possibilita 0 estudo da fisiopatologia das espécies microbianas
(Shah & Gharbia, 1993).

A introducdo de métodos moleculares de diagnostico, baseada na
deteccdo de seqiéncias de acidos nucléicos, representou uma ferramenta
importante para a identificacdo de patdgenos e para determinacdo da posicao
taxondmica dos microrganismos, complementando os resultados obtidos através
do método de cultura microbiana (Song, 2005). A deteccao de espécies
associadas as infeccoes endoddnticas tem sido realizada através da amplificacdo



de regides do gene 16S rRNA através da reacdo em cadeia da enzima polimerase
(ou Polymerase Chain Reaction) e através da hibridizagdo direta do DNA
bacteriano a uma sonda de DNA. Existem métodos que permitem a quantificacdo
de acidos nucléicos ou ainda a caracterizacdo de comunidades microbianas
complexas. O numero de novos protocolos ou mesmo variagées de técnicas tém

aumentado a cada dia e apresentam vantagens e limitagoes.

A infeccdo endodéntica primaria é constituida principalmente por
microrganismos anaerdbios estritos, sendo alguns de dificil cultivo, ainda n&o
cultivados e mesmo desconhecidos (Gomes et al., 2004; Récas et al., 2005a;
Sakamoto et al., 2006). Sua composigcao esta relacionada a presenca ou néo do
desenvolvimento de sintomatologia dolorosa (Yoshida et al, 1987). Estudos
demonstram que espécies pertencentes aos géneros Prevotella spp.,
Porphyromonas spp., Fusobacterium spp., Peptostreptococcus spp., € Treponema
spp. e clones de microrganismos orais ainda nao caracterizados sao
freqientemente detectadas nessas infeccoes (Yoshida et al., 1987; Hashioka et
al., 1992; Munson et al., 2002; Gomes et al., 2004; Sakamoto et al., 2009). Os
métodos moleculares sugerem a presenca de comunidades microbianas unicas
em amostras de canais radiculares e abscessos periapicais agudos (Munson et
al., 2002; Machado de Oliveira et al., 2007; Jacinto et al., 2007; Saito et al., 2009),
influenciada por fatores geograficos e populacionais (Rocas et al., 2006a).

O tratamento das infecgbes orofaciais de origem endoddntica consiste
na eliminagdo da origem de contaminagéo através da terapia endodontica e da
drenagem cirdrgica da colecao purulenta (Flynn, 2000). Agentes antimicrobianos
podem ser empregados como adjuvantes nesta terapia, principalmente em
pacientes nos quais se observa sinais e sintomas que denotam disseminagéo
sistémica do processo infeccioso (Wynn & Bergman, 1994; Andrade & Souza-
Filho, 2006). O wuso continuo e indiscriminado de antimicrobianos tem
proporcionado um desenvolvimento crescente de resisténcia, originando

patdgenos panresistentes, tornando este um problema global (Owens Jr, 2008a;



Hawkey, 2008; Handal & Olsen 2000). Assim, torna-se imprescindivel a realizacao
periédica de testes laboratoriais para detectar e monitorar continuamente a
suscetibilidade desses microrganismos (Wexler, 1993; Van Steenbergen et al.,
1993), além da caracterizagdo dos perfis de resisténcia em infecgdes
relacionadas, como em canais radiculares e abscessos periapicais agudos. Os
padrdes internacionais para teste de suscetibilidade dos microrganismos
anaerdbios sdo determinados através dos métodos de diluicdo em caldo, diluicao
em Agar e o Epsilometer Test (E-test), tendo como objetivo determinar as
concentracdes inibitérias minimas (CIMs) de um antibi6tico para os isolados
clinicos (Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, 2007).

N&o sao observados na literatura estudos que descrevem a diversidade
e a estrutura microbiana em infecgdes endodbénticas de ecossistemas
relacionados, como canais radiculares com polpa necrética e abscessos
periapicais agudos. Torna-se necessaria a ampla caracterizagdo das comunidades
que se estabelecem nesses microbiomas e a determinacdo dos padrdes de
suscetibilidade das bactérias anaerdbias estritas frente aos antimicrobianos
freqientemente prescritos em Endodondia.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS RELACIONADOS AS INFECCOES ODONTOGENICAS
AGUDAS DE ORIGEM ENDODONTICA

As infeccdes odontogénicas sao consideradas um problema de saude
publica e uma causa de mortalidade na populagdo, embora os seus métodos de
prevencao e controle sejam conhecidos (Chaves, 1986).

Poucos estudos descrevem a relacao entre o género do paciente e a
incidéncia de infeccbes odontogénicas. Alguns autores nao observaram diferencas
na incidéncia entre os géneros (Flynn et al., 2006; Sato et al., 2009), enquanto
outros reportam uma predilecdo por pacientes do género masculino (Kannangara
et al., 1980; Dodson et al., 1989; Storoe et al., 2001).

De acordo com a faixa etaria, estudos demonstram uma maior
prevaléncia da doenca em pacientes que se encontram na terceira década de vida
(Kannangara et al., 1980; Storoe et al., 2001; Sato et al., 2009). Storoe et al.
(2001) relataram uma variagédo de 3 a 56 anos em pacientes atendidos durante a
década de 80 e de 3 a 83,3 anos nos pacientes da década de década de 90.

De acordo com as condigbes sdcio-econbmicas, Huag et al. (1991)
descreveram uma maior incidéncia desta afeccdo em minorias populacionais,
pertencentes aos grupos afro-americano, asiaticos e hispanicos no estado de
Ohio, nos Estados Unidos da América. Sato et al. (2009) relataram que n&o houve
predilecao por raca para a ocorréncia de infeccoes odontogénicas, considerando-
se a propor¢ao dos grupos étnicos que constituem a populagao brasileira.



Em relacdo ao numero de atendimentos, Thomas et al. (2008)
observaram um aumento na taxa de internagdes hospitalares para tratamento de
abscessos odontogénicos. Dentre os motivos relatados, encontram-se a
diminuicdo da procura por atendimento odontologico, justificada pelo elevado
preco do tratamento e pelo numero inferior de profissionais que atuam no sistema

publico, reduzindo o atendimento gratuito a populagéo.

Burnham et al. (2010) constataram que a alteracdo de politicas
governamentais de acesso a servigos odontolégicos pode ser a responsavel pelo
aumento drastico no numero de pacientes internados e que necessitaram de
intervencdes hospitalares para o tratamento de infeccbes odontogénicas graves
no Reino Unido, no periodo de 2003 a 2006.

Em relacdo ao curso das infeccbes orofaciais, Boykin et al., (2003)
acompanharam e entrevistaram 873 individuos com o objetivo de determinar a
necessidade de procedimentos endoddnticos em uma populacédo, no periodo de
48 meses. A presenca de dor causada por infecgdes endoddnticas foi responsavel
por 30% dos atendimentos de urgéncia. Flynn et al. (2006) relataram que as
infecgbes dos canais radiculares foram a causa de 65% das infecgbes severas da
regiao de cabeca e pescoco.

Sato et al. (2009) avaliaram os prontuarios clinicos de pacientes que
apresentavam infec¢des orofaciais e que foram atendidos pelo Servico de Cirurgia
e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
(UNICAMP) no periodo de 1999 a 2007. Observou-se que 79,31% infeccoes eram
de origem odontogénica, seguido de infeccoes associadas aos casos de

traumatismos faciais.

As infeccbes odontogénicas podem se originar também apds a
realizacdo de um tratamento odontolégico. Seppanen et al. (2008) avaliaram 35
pacientes que apresentavam infec¢cdes odontogénicas graves nesta condigéo.



Houve uma predominéncia de infecgbes localizadas, que surgiram principalmente

apos a realizacao de exodontias e tratamentos endodénticos.

Wong (1999) realizou uma pesquisa na Tailandia para determinar a
incidéncia de 6bitos causados por infecgdes odontogénicas em um periodo de 3
anos. A taxa de débitos foi aproximadamente 1 em 150 casos atendidos nos
hospitais tailandeses. Houve uma predilecao para pacientes com mais de 40 anos,

imunocomprometidos ou diabéticos.

Considerando-se as caracteristicas populacionais associadas a
ocorréncia de infeccbes odontogénicas agudas de origem endoddntica, modulada
por fatores soOcio-econdmicos, torna-se importante definir e reconhecer as

caracteristicas clinicas que determinam o seu diagndstico e evolugéo.

2.2 DIAGNOSTICO CLIiNICO E CLASSIFICACAO DAS INFECCOES ODONTOGENICAS AGUDAS
DE ORIGEM ENDODONTICA

O propdsito inicial do diagnéstico das infec¢cdes odontogénicas agudas
€ determinar a sua gravidade (Peterson, 2005). Estruturalmente, o diagndstico
consiste em ouvir 0 paciente (obtencdo de dados subjetivos) e examina-lo (coleta
de dados obijetivos) (Costa Filho, 2004; Reit et al., 2006).

Considera-se inicialmente a queixa principal do paciente, onde ele
relata o motivo pelo qual procurou o atendimento (Peterson, 2005). A dor € o
principal motivo relatado pelos pacientes que apresentam infecgdes
odontogénicas (Campanelli et al., 2008), seguido da presenca de alteragdes locais
tais como edema (Sato et al., 2009) e disfungdes (trismo ou disfagia) (Sato et al.,
2009) além da presenca de febre ou mal-estar (Storoe et al.,, 2001; Wang et al.,
2005; Sato et al., 2009).



A evolucdo do processo infeccioso é constatada através de
guestionamentos para determinar o inicio da infec¢do, sua duracéo e a rapidez da
progressdo do quadro clinico (Peterson, 2005). Ao avaliarem o tempo entre o
inicio da infeccdo e a presenca de disfungbes em pacientes que apresentavam
infeccoes odontogénicas, Seppanen et al. (2008) constataram que a média de dias
para o surgimento de alteracdes locais foi de 14 dias (variando de 0 a 93 dias) e
para a manifestacdo de complicacdes sistémicas foi de 26 dias (variando de 0 a
52 dias). Por outro lado, Sato et al. (2009) relataram que o tempo médio entre o

inicio da sintomatologia e o atendimento do paciente foi de 8,2 dias.

A histéria médica pregressa deve ser obtida de modo comum, por
entrevista ou questionario, para preenchimento pelo paciente (Peterson, 2005).
Algumas patologias ou habitos podem influenciar a progressédo das infecgbes
endoddnticas. As doencas sistémicas mais comumente relatadas séao
imunossupressao, associada ao diabetes tipo Il e ao virus HIV, além de habitos
como o fumo (41% dos pacientes) (Flynn et al., 2006). Seppanen et al. (2008)
relatam que pacientes inicialmente saudaveis apresentam infecgdes restritas as
areas do complexo maxilofacial, enquanto pacientes com doencas sistémicas tém
uma tendéncia maior a desenvolverem infeccoes que originam complicacdes

sistémicas.

O exame fisico do paciente inicia-se através da coleta dos sinais vitais,
como a temperatura, pressao sangulinea, taxa de pulso e taxa respiratéria
(Peterson, 2005). Campanelli et al. (2008) ndo detectaram alteragbes nos sinais
vitais dos 30 pacientes avaliados com necrose pulpar e abscessos periapicais
agudos localizados foram avaliados. Entretanto, quando as infeccoes
odontogéncias envolvem espacgos fasciais profundos, alteragcdes na temperatura
corporal (entre 37,62°C e 37,76°C) e na contagem de células brancas no
hemograma podem ser observadas (Storoe et al., 2001).



O exame fisico extra-oral abrange a inspecao de areas da cabeca e
pescoco do paciente, em busca de sinais de infeccdo, tais como evidéncias de

tumefacao, eritemas e disfuncao (Peterson, 2005).

O exame intra-oral tem como objetivo identificar a causa da infecgao
(Peterson, 2005). Dentre os recursos semiotécnicos para o diagnéstico das
alteracoes pulpares e periapicais, encontram-se o teste de sensibilidade ao frio, o
teste de percusséao vertical, o teste de palpagéo dos tecidos periapicais. Dentre os
grupos dentais, os molares sdo os dentes mais freqlentemente associados as
infeccdes odontogénicas que apresentam disseminacdo para espacos fasciais
(Obayashi et al., 2004; Seppanen et al., 2008). Em casos de necrose pulpar, a
resposta do teste de sensibilidade ao frio € negativa (Leonardo & Lia, 2005). A
presenca de sensibilidade ou dor a percussao vertical indica um processo
inflamatério intenso decorrente da extensao da infeccao aos tecidos do ligamento
periodontal apical (Costa Filho, 2004; Siqueira et al., 2004a). A sensibilidade a
palpagcédo da mucosa da regido periapical e fundo de sulco auxilia na determinacéo
da localizagdo da infec¢do, quando esta atinge os tecidos submucosos (Souza-
Filho et al., 2002).

As alteragdes periapicais agudas associadas a necrose pulpar sao a
periodontite apical aguda e o abscesso periapical agudo. Gutmann et al. (2009)
avaliaram a literatura relacionada aos termos empregados para a denominacao
das condi¢cdes periapicais/perirradiculares nos estados de saude e doenca.
Periodontite apical aguda caracteriza-se por sensibilidade a percussao e durante o
ato de ocluir. Entretanto, um elemento dental com abscesso periapical agudo
apresenta-se com dor intensa espontanea e necrose pulpar. O edema pode ou
nao estar presente, localizando-se na area muco-gengival ou envolvendo planos e
espacos fasciais. A dor a percussao vertical é intensa e o dente pode apresentar
graus variaveis de mobilidade.



Considerando os aspectos clinicos, diferentes denominagdes podem
ser dadas as fases evolutivas dos abscessos periapicais agudos, dependendo do
critério de classificagao.

De acordo com Souza-Filho et al. (2002), os abscessos periapicais
podem ser classificados em abscessos localizados no &pice radicular, na regiao
sub-peridéstea, ou na regido submucosa. Os abscessos restritos ao espaco
anatbmico apical e que nao atingem o espaco subperiéosteo ndo promovem
resposta ao teste de palpacao e ndo apresentam aumento de volume da regido. O
paciente apresenta dor continua, pulsatil e localizada. Na condigdo de abscesso
sub-peridsteo, o exsudato purulento esta localizado na interface entre o 0sso e o
periésteo. Nao ha presenca de edema, e observa-se uma pequena elevacédo nas
proximidades da regidao apical, gerando sensibilidade durante o exame de
palpacao. Entretanto, quando o exsudato purulento rompe o peridsteo e atinge os
tecidos periapicais, induz a formacao de intensa reacao inflamatéria e imediata
formagdo de edema. Ocorre entdo o estabelecimento do abscesso periapical
localizado na regido submucosa, podendo ser localizado ou difuso. Os autores
relatam que esta classificacdo nao representa entidades patologicas
independentes e sim, estagios evolutivos das reacdes agudas periapicais.

Siqueira et al. (2004a) ndo estabelecem uma divisdo para a
classificacdo dos abscessos periapicais agudos, de acordo com localizagdo ou

mesmo estagio de evolugao.

Leonardo & Lia (2005) classificam os abscessos de acordo com seu
estagio em inicial, em evolucéo e evoluido. Segundo os autores, na fase clinica
inicial a infeccdo esta localizada nas imediacdes da regido apical, e o paciente
apresenta dor espontanea, intensa e pulsatil, extrusdo dental e extrema
sensibilidade a percussao vertical. Na fase clinica “em evolugao”, observa-se
alteracdo do volume facial, o paciente apresenta edema firme e aquecido, onde
nao se observa ponto de flutuagdo. Pode haver diminuicao da intensidade da dor,
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quando comparada a fase inicial. Febre, trismo, astenia, cefaléia e prostracédo
estdo presentes. Quando o abscesso periapical agudo esta na fase de “evoluido”,
0 paciente apresenta uma regressdo dos sintomas e o edema esta duro e
aquecido. Apresenta também uma area definida caracterizada pela concentracéo

de pus com ponto de flutuagao.

A infecgdo no tecido 6sseo medular tende a atingir a lamina cortical do
processo alveolar, perfurando-a e dirigindo-se para os tecidos moles, dependendo
da posicdo anatdomica do elemento dental (Birn, 1972). A menor espessura da
cortical vestibular nos arcos superior e inferior justifica a freqlente presenca de
edema no fundo de sulco vestibular (Obayashi et al., 2004; Peterson, 2005).
Obayashi et al. (2004) estudaram as vias de disseminacdo de infeccdes
odontogénicas na maxila através de tomografia computadorizada. Os espacos
fasciais que podem ser acometidos por infeccbes em dentes superiores sdo o
bucal, o mastigatério e o parafaringeo. Nos dentes inferiores, quando a via de
drenagem envolve a regido lingual, a relagdo dos apices dentais com a insercéo
do musculo miloidide determina se a infecgdo ird se dirigir para os espacos
sublingual ou submandibular (Peterson, 2005).

A disseminacao da infeccao periapical pode originar quadros clinicos
graves, tais como Angina de Ludwig (Srirompotong & Art-Smart, 2003), trombose
do seio cavernoso (Zachariades et al., 2005), comprometimento do trato
respiratério e envolvimento do mediastino (Pappa & Jones, 2005), sepse e ébito
(Carter & Lowis, 2007).

De acordo com Peterson (2005), o diagnéstico da extensao da infecgao
odontogénica permite a identificacdo da necessidade de tratamento especializado
ou hospitalizacdo. Os critérios que determinam a gravidade da infeccdo séao:
progressao rapida, dificuldade de respiracdo e degluticdo, envolvimento dos
espacos fasciais, temperatura corporal elevada (acima de 38°C), trismo acentuado
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(menos de 10 milimetros de abertura bucal), aparéncia téxica ou

comprometimento das defesas do hospedeiro.

Exames de imagem abrangem radiografias intra-orais, extra-orais,
além de tomografias computadorizadas e ressonancias magnéticas (Obayashi et
al.,, 2004). Em radiografias periapicais, quando o abscesso se desenvolve pela
agudizacdo de um processo crbnico pré-existente, ha presenca de area
radiolucida periapical. Entretanto, quando o processo supurativo se desenvolve
como extensao direta da necrose e infecgdo pulpar, verifica-se apenas um
espessamento do espaco do ligamento periodontal apical (Siqueira et al., 2004a).
Tomografias computadorizadas e ressonancias magnéticas sao ferramentas
importantes para a avaliagdo do comprometimento de espacos fasciais profundos
(Schuknecth et al., 2008).

Determinados o0s parametros e caracteristicas clinicas para o
diagnéstico dos abscessos periapicais agudos, torna-se necessario descrever a
origem e o estabelecimento da infecgdo aguda que acomete o sistema de canais
radiculares e os tecidos perirradiculares.

2.3 O ESTABELECIMENTO DA INFECGCAO ENDODONTICA NO SISTEMA DE CANAIS
RADICULARES E NOS TECIDOS PERIAPICAIS

Em um paciente saudavel, ha proporcionalmente dez vezes mais
bactérias do que células (Tlaskalova-Hogenova et al., 2004). Os microrganismos
comensais tém seus fatores de viruléncia limitados por um sistema imune ativo e
pela competicdo com outros microrganismos que ocupam 0 ecossistema em que

habitam, impedindo-os de causar doencas (Alekshun & Levi, 2006).
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A cavidade oral apresenta cerca de 215 cm? de superficies passiveis de
serem colonizadas e podem ser compostas por mucosas ou mesmo superficies
mineralizadas dos elementos dentais. Ambas as superficies sdo continuamente
banhadas por fluidos, originando ambientes favoraveis para a ades&o bacteriana
(Collins & Davies, 1987; Socransky & Haffajee, 2005).

Considerando-se a hierarquia ecoldgica, os microrganismos proliferam
no seu ecossistema e constituem populagdes, que interagem umas com as outras
originando uma comunidade. Dessa forma, uma comunidade microbiana é um
grupamento de populagcdées que interage e modifica o ecossistema do qual faz
parte (Siqueira & Robcas, 2009a). As comunidades microbianas podem estar

presentes tanto em condi¢des de saude ou doenca.

Zaura et al. (2009) estudaram a microbiota das superficies dentais,
bochechas, lingua palato duro e saliva de trés individuos saudaveis. Observou-se
que varias espécies sdao compartilhadas pelos individuos formando um nucleo de
espécies que constitui a microbiota da cavidade oral quando ha auséncia de

patologia.

As principais vias de acesso dos microrganismos até a cavidade pulpar
sdao a carie dental, tubulos dentinarios expostos, exposicdo pulpar direta,
procedimentos restauradores, canais laterais em dentes com comprometimento

periodontal e através da corrente sanguinea, na via anacorética (Gomes, 2002).

Kakehashi et al. (1965) demonstraram que 0 rompimento da
esterilidade do interior do érgdo dentario com a exposicdo da polpa dental aos
contaminantes oriundos da saliva promoveu auséncia de reparo tecidual por

producéo de pontes de dentina, causando necrose pulpar.

As respostas pulpares aos irritantes microbianos, quimicos ou fisicos
sao similares aos demais tecidos conjuntivos, sendo proporcional a intensidade,
severidade e duragdo do estimulo (Torabinejad, 2002). Quando a inflamacao
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pulpar se torna aguda, eventos vasculares se desenvolvem, induzidos e
amplificados por mediadores quimicos liberados apds a agressao tecidual. As
alteracées vasculares incluem: vasodilatagcdo, aumento da permeabilidade
vascular e posterior migragdo de células inflamatdrias, principalmente neutrofilos
(Siqueira et al., 2004a). Como o tecido pulpar encontra-se circundado por paredes
inextensiveis de dentina, ndo apresenta uma circulacao colateral eficiente, ocorre
o0 colapso das vénulas e vasos linfaticos promovido também pela acentuada
pressao tecidual, evoluindo para uma necrose de liquefagdo (Torabinejad, 1994;
Torabinejad, 2002).

O canal radicular que contém uma polpa necrética é facilmente
infectavel, pois a defesa do hospedeiro ndo atua em seu interior de forma efetiva e
passa a atuar somente em uma pequena area restrita a regidao apical, o que faz
com que as bactérias estejam protegidas do sistema imune (Haapasalo, 1993).

O interior dos canais radiculares possui condicdes especificas que
favorecem o crescimento de certas espécies microbianas (Moller et al., 1981;
Sundqvist, 1992). Estruturalmente, a populagdo microbiana encontra-se suspensa
no lumen do canal radicular, com uma variedade imensa de tipos morfologicos
consistindo em cocos, bacilos e formas filamentosas, além de serem observados
também densos agregados bacterianos aderidos as paredes do canal radicular
(Nair, 1987). As bactérias podem ser encontradas também penetrando os tubulos
dentinarios, atingindo profundidades préximas a 300 um (Siqueira et al., 2002a).

As populacbes microbianas raramente existem no ambiente em
completo isolamento. O confinamento de uma populacdo por fatores quimicos e
fisicos e as agdes das populagdes vizinhas afetam a dindmica de desenvolvimento
e o comportamento fisiologico de um grupo de microrganismos (Gharbia & Shah,
1993). Em algumas situacdes, os organismos comensais podem multiplicar-se,
atingindo numero elevado de individuos, tornando impossivel a atuacado do

sistema de defesas (Sundqvist, 1992).
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Para que os microrganismos superem as defesas do hospedeiro, eles
devem sofrer continuas alteracbes com o objetivo de se adaptarem as mudancas
no meio onde se estabelecem (Ziembuhr et al, 1999). A viruléncia dos
microrganismos pode ser afetada pelas relacbes de sinergismo que se
estabelecem entre as bactérias, quando em infecgbes mistas (Gomes et al,
1994b).

A existéncia de tecido necrotico nos canais radiculares aumenta o risco
potencial da ocorréncia de uma infec¢do periapical (Bergenholtz, 1974). Méller et
al. (1981) demonstraram a associacao entre dentes com necrose pulpar e
contaminacao e o desenvolvimento de reagdes inflamatorias intensas nos tecidos
periapicais. Dessa forma, o egresso de microrganismos, subprodutos de seu
metabolismo e tecidos pulpares alterados de canais radiculares infectados inicia a
formacgao e perpetuacao de lesdes periapicais (Torabinejad, 1994).

De acordo com Morse (1987), apds a infeccdo se estabelecer nos
tecidos pulpares, diferentes trajetos podem estar relacionados a sua evolugéo. A

infeccdo pode:

a) permanecer confinada no canal radicular sendo erradicada através
de um tratamento endodéntico adequado, sem envolvimento
periapical;

b) permanecer no interior dos canais radiculares e estimular a
formag&o de um granuloma, um cisto perirradicular ou uma osteite
condensante;

c) deixar o apice e temporariamente superar o sistema de defesas do
organismo, formando um abscesso periapical agudo ou a
exacerbacado de um granuloma periapical (abscesso fénix) ou de um

cisto radicular;
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d) deixar o apice e difundir-se através dos tecidos apicais formando um
abscesso, que evolui de acordo com a localizagao e a natureza das
estruturas anatébmicas circunjacentes;

e) ocasionar agudizac¢des periodicas, formando uma leséo crbnica que
apresenta via de drenagem dentro da cavidade oral (regiao
vestibular, palatina ou lingual, sulco gengival, regido de furca) ou no
exterior (pele e face);

f) disseminar-se através da circulagdo sangilinea, causando
bacteremia (apenas bactérias), septicemia (bactérias e toxinas), ou
toxemia (toxinas), dependendo da viruléncia dos microrganismos e

da resisténcia do hospedeiro.

Os abscessos periapicais agudos (APA) resultam da extensdo da
infeccdo presente inicialmente no interior do sistema de canais radiculares a area

perirradicular (Brook et al., 1981).

Durante o processo inflamatério agudo, a dilatacao arteriolar resulta em
um aumento do fluxo sanguineo no sitio da injuria. Este processo ocasiona uma
permeabilidade vascular aumentada, proporcionando a passagem de um fluido
rico em proteinas para o meio extracelular, contendo também neutrofilos (Henson
& Johnston, 1987). Jensen & Bainton (1973) relataram que 7 a 15 minutos apés a
fagocitose de microrganismos, o pH de neutréfilos e macréfagos atingiu valores de
3.5 a 4.5. A hidrélise acida é a responséavel pela morte dos microrganismos (Mayer
et al., 1989). Concomitantemente, os leucdcitos polimorfonucleares que exibem
injurias celulares ou estdo inativos liberam o seu conteddo acido no ambiente
extracelular (Nair, 2007). O egresso continuo de antigenos promove uma
diversidade intensa de reacbGes imunoldgicas que podem participar na
desorganizacdo e desestruturagdo da arquitetura tecidual (Torabinejad, 1994).
Forma-se assim um liquido amarelo-esverdeado constituido por exsudato,
leucécitos, restos celulares, microrganismos e debris teciduais chamado de pus
(Brook et al., 1981; Dorland, 1994).
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A lesdo aguda pode entdo se intensificar e se disseminar através do
0ss0, pode se difundir para o exterior através da formagao de um trajeto fistuloso,

ou pode tornar-se cronica (Nair, 2007).

Considerando que a patogénese das alteracdes pulpares e periapicais
esta relacionada diretamente com a presenca de microrganismos, torna-se
importante descrever os métodos empregados para caracterizar a microbiota

desses dois ecossistemas.

2.4 METODOS DE ESTUDO DA INFECCAO ENDODONTICA

2.4.1 Método de Cultura Microbiana

O método de cultura microbiana é considerado o “padréo ouro” para a
avaliacao microbiol6gica das infecgdes odontogénicas agudas (Dahlén, 2002). O
cultivo de microrganismos em laboratério a partir de amostras clinicas apresenta
vantagens: permite o crescimento de espécies variadas de forma n&o seletiva;
fornece cepas para a realizacdo de testes de suscetibilidade aos agentes
antimicrobianos; e permite o estudo da fisiologia e da patogenicidade microbiana
(Siqueira & Récas, 2005a).

Desde 1960, pesquisadores demonstram a importancia de se empregar
técnicas de isolamento de microrganismos anaerdbios. Em seu estudo, Shovelton
(1960) constatou que as coletas microbianas que se mostravam negativas para a
cultura de microrganismos aerdbios tinham resultados positivos quando eram
utilizados métodos laboratoriais mais avangados. Sabiston & Gold (1974) foram

categoéricos ao afirmar que era necessario estudar as infeccées orais empregando-
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se técnicas de anaerobiose e realizar a coleta das amostras com extremo cuidado.
Em anos anteriores, pesquisadores como Brown e Rudolph (1957) haviam
observado, em microscopia de campo escuro que esfregagcos de fluido
proveniente de canais radiculares continham formas espiraladas e fusiformes,
ainda n&o passiveis de cultivo. Em 1976, Sabiston et al. alertaram que os métodos
de cultivo disponiveis na época eram deficientes, sugerindo que os organismos
presentes nas amostras poderiam ndo ser os patdgenos mais importantes no

desenvolvimento da doenga pulpar.

Nesse mesmo periodo, surgiram técnicas que aprimoraram as
ferramentas para diagnéstico das infecgdes anaerdbias, tais como elaboragcao de
novos meios de cultura (Syed & Loesche, 1973) e emprego de meios pré-
reduzidos (Ellner et al., 1973), meios de transporte mais efetivos (Syed & Loesche,
1973), métodos de identificacao (Starr et al, 1973; Tharagonet et al.,, 1977) e
condicbes de armazenamento das coletas (Rosemblatt & Stewart, 1975). Em
1981, Morse tragou um panorama da Microbiologia Endodéntica praticada nos
anos 70, predizendo que os préximos desafios neste campo seriam, inicialmente,
o estabelecimento de uma associacdo entre determinadas espécies e o
desenvolvimento das patologias pulpares e periapicais e, posteriormente, a
simplificacdo das metodologias para o cultivo de microrganismos fastidiosos.

Em 1976, Sundqvist utilizou métodos de cultura em anaerobiose, com o
objetivo de avaliar a microbiota de 32 dentes traumatizados e que apresentavam
necrose pulpar e coroas integras. A selecao criteriosa dos pacientes permitiu a
exclusdo de fatores que pudessem gerar contaminacbes nas amostras.
Microrganismos anaerobios estritos foram isolados em 90% dos casos, valor

nunca antes obtido em estudos empregando cultura de bactérias fastidiosas.

De acordo com Summanen et al. (1993), o processamento laboratorial
de amostras clinicas que incluem microrganismos anaerébios envolve diversas

etapas. A analise macroscopica permite a identificacdo de odor, presenca de
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tecido necrético, granulos, pus ou sangue. A amostra é preparada e inoculada em
meios de cultura para microrganismos anaerobicos, tais como Brucella Agar, Meio
Tioglicolato, Columbia Agar, Fastidious Anaerobe Agar. Os procedimentos de
incubacdo podem ser realizados em cabines de anaerobiose ou mesmo em jarros
de anaerobiose. Apds o crescimento inicial de 7 a 14 dias, realiza-se 0 exame
primario das placas e identifica-se as colbnias fenotipicamente diferentes, que
serdo subcultivadas. Determina-se o requerimento gasoso das col6nias e quando
estas estiverem em cultura pura, realizam-se testes de identificacdo presuntiva
como a coloracdo de Gram. Dependendo da disponibilidade do laboratério,
procedimentos de identificacdo sdo realizados através de testes bioquimicos,

testes de reagbes enzimaticas ou cromatografia gas-liquida.

Por outro lado, os métodos de cultura podem apresentar limitagdes,
pois existem patégenos ainda nado cultivados, ha possibilidade de ocorréncia de
contaminacao durante os procedimentos de coleta e processamento, além de

envolverem procedimentos dispendiosos e demorados (Walton, 1999).

2.4.2 Meétodos de Identificacao Molecular

As bactérias sdo 0s microrganismos que estdo em maior nimero na
cavidade oral, embora virus, fungos e protozoarios estejam presentes (Siqueira &
Rocas, 2005a). Paster et al. (2001) relataram que cerca de 700 diferentes
espécies, pertencendo a 11 filos do dominio Bacteria, foram detectadas na
cavidade oral de humanos e cerca de 50% destas bactérias ndo foram ainda
isoladas. A auséncia de conhecimento a respeito de todas as caracteristicas do
ecossistema onde os microrganismos habitam muitas vezes impede o seu cultivo
laboratorial (Ercolini, 2004).
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A introducédo de métodos moleculares de diagndstico representou uma
ferramenta importante para a identificacdo de patégenos (Song, 2005) e também
para a determinagcdo da posicdo taxonémica das espécies microbianas, gerando
alteragbes de nomenclaturas e sua redistribuicdo nos géneros (Siqueira & Régas,
2005a). Por exemplo, o microrganismo previamente denominado de
Fusobacterium alocis foi reclassificado e renomeado para Filifactor alocis (Jalava
et al., 1999). Estudos filogenéticos revelaram que os integrantes do género
Peptostreptococcus apresentam grande heterogeneidade, sendo freqlientemente
redirecionados para outros géneros. Assim, a espécie Peptostreptococcus micros
foi renomeada para Micromonas micros, sendo reconhecida atualmente como
Parvimonas micra (Tindall & Euzéby, 2006). Bacteroides forsythus foi inicialmente
descrito em 1986 no Forsyth Institute em Boston (MA, EUA) pela pesquisadora
Anne Tanner, sendo posteriormente alocado em um novo género, conhecido como
Tannerella spp., e recebendo denominagado de Tannerella forsythensis. Em 2002,
Sakamoto et al. propuseram uma adaptagcdo desta denominacdo, sendo
finalmente escolhida Tannerella forsythia.

Siqueira & Rocas (2005a) relataram as vantagens das técnicas
moleculares, tais como: deteccao de espécies cultivaveis e de espécies dificeis de
serem cultivadas; alta especificidade na deteccdo de espécies com fendtipos
similares; deteccao direta de espécies sem a necessidade de cultivo laboratorial;
alta sensibilidade; maior rapidez; fornece diagnésticos rapidos, necessarios
principalmente em doencgas ou infec¢des que podem causar morte ou deteccao de
espécies de lento crescimento; as técnicas de coleta e transporte sdo menos

criticas quanto a manutengéo da anaerobiose.

O alvo de estudo das técnicas moleculares de diagnéstico € o gene 16S
rBNA presente no DNA de células bacterianas, responsavel pelo armazenamento
das informagdes genéticas que garante a sintese da subunidade 16S do RNA
ribossomal (Dahlléf, 2002). Este gene apresenta um alto grau de conservacao,
sendo denominado por Woese (1987) de “cronémetro molecular avangado”.
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Embora ndo se saiba ainda a taxa absoluta de alteracées na sua sequéncia, ele
permite determinar a distancia evolutiva e a relacao entre as espécies microbianas
(Clarridge, 2004).

A deteccdo de espécies associadas as infecgbes endodbnticas
baseadas na estrutura do DNA bacteriano tem sido realizada através da
amplificacdo de regides do gene 16S rRNA pela reacdo em cadeia da enzima
polimerase (ou Polymerase Chain Reaction) e através da hibridizagdo direta do
DNA bacteriano a uma sonda de DNA. Existem métodos que permitem a
quantificacdo de acidos nucléicos ou ainda a caracterizagdo de comunidades
microbianas complexas. O niumero de novos protocolos ou mesmo variacdes de

técnica tem aumentado e apresentam vantagens e limitaces.

Em Endodontia, os resultados fornecidos pelos métodos de cultura
foram confirmados e significantemente complementados pelas técnicas
moleculares. Dessa maneira, ocorreu uma redefinicdo da composicdao da
microbiota dos canais radiculares (Siqueira & Rogas, 2005b). As técnicas de PCR
expandiram a lista de patdégenos suspeitos de estarem envolvidos nas patologias
pulpares e periapicais através da deteccao de espécies de dificil cultivo ou mesmo
impossiveis de serem cultivados com as técnicas e meios de culturas. Vianna et
al. (2006) observaram a presenca de membros metanogénicos do dominio
Archea, que sdo comensais em sitios favoraveis a presenca de microrganismos
anaerébios como as bolsas periodontais, mas nunca antes descritas como
patdgenos participantes de infeccoes endodonticas. Siqueira & Rogas (2005c)
ressaltaram a importancia do desenvolvimento de novas técnicas de cultivo e
meios de cultura para que se possa investigar a relacao desses microrganismos
com outras espécies no estabelecimento da patologia pulpar e periapical, e
também permitir a determinacdo da sua suscetibilidade aos agentes
antimicrobianos.
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2.4.2.1 Técnica de PCR

A técnica de Reacdao em Cadeia pela Enzima Polimerase ou
“Polymerase Chain Reaction” (PCR) consiste na amplificagdo exponencial de uma
sequéncia especifica de nucleotideos através de processos bioquimicos in vitro,
gerando uma quantidade de DNA passivel de deteccao (Mullis, 1990,1993; Song,
2005).

Para a execucao da técnica, empregam-se sequéncias de nucleotideos
artificialmente desenhadas (primers) e que correspondem a espécie alvo. Os
primers tém a capacidade de se ligar de forma estavel a fita alvo de DNA na
regiao especifica de interesse (Markham, 1993; Rychlik, 1993).

A reacao de amplificacdo de acidos nucléicos atravées de PCR é o
resultado de alteragdes de temperaturas programadas em um ciclo repetido de
forma controlada. A amostra original é amplificada durante os 5 a 6 primeiros
ciclos de PCR, e nos ciclos seguintes ocorrem apenas a amplificacao efetiva dos
produtos que apresentam as seqiéncias localizadas entre os dois primers (Louie
et al., 2000; Dahll6f, 2002).

O produto da reacao é observado em géis de agarose ou poliacrilamida
corados com substancias fluorescentes. A presenca de uma espécie é
determinada pela observagédo de bandas de comprimento especifico (em pares de
base) (Spolidorio & Spolidorio, 2005).
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2.4.2.2 Técnica de Nested-PCR

E uma variacdo do PCR bastante sensivel e especifica, que envolve o
uso de dois conjuntos de primers em reacoes distintas (Song, 2005; Siqueira &
Rocas, 2005a; Singh, 2006). A primeira reacdo de PCR emprega um conjunto de
primers para amplificar o gene 16S rRNA dos patdégenos a partir do DNA extraido
de amostras clinicas (Song, 2005). O produto desta reacao € submetido a uma
segunda reacdo de PCR que utiliza um primer de uma espécie especifica,
permitindo o seu anelamento a uma sequéncia compreendida no interior do

primeiro amplicon (Singh et al., 2006).

O Nested-PCR apresenta uma maior especificidade e sensibilidade
guando comparado ao método de PCR convencional (Song, 2005). Este fato se
deve ao maior numero de ciclos aos quais as amostras sdo submetidas e também
a restricdo das seqUéncias as quais os primers da segunda reacdo podem se
anelar (Siqueira & Rocgas, 2005a). Ocorre ainda a reducao de inibidores de reacéo
presentes na amostra inicial (Siqueira & Rocgas, 2003a).

A maior desvantagem deste método é que durante a manipulacdo do
produto da primeira reacao ha possibilidade de contaminacao do local de trabalho
com o DNA amplificado (Siqueira & Rocgas, 2005a; Singh et al., 2006).
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2.4.2.3 Técnica da Analise do Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos
Terminais de Restricao - Terminal Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (T-RFLP)

E uma técnica molecular que permite a caracterizagdo da estrutura de
comunidades microbianas e também possibilita a deteccao das diferencas no
material genético de cepas bacterianas de uma mesma espécie, baseada nas
variagdes que ocorrem nas sequéncias das bases que compde o gene 16S rRNA
(Marsh, 1999; Song, 2005).

De forma sucinta, inicialmente o DNA bacteriano € extraido da amostra
clinica para ser submetido a uma reacado de PCR. Nesta reacdo, sdo empregados
primers especificos contendo marcadores fluorescentes em uma das
extremidades (5°). O produto da PCR é purificado para a remogao de sais e
excesso de primers. Aplicam-se enzimas de restricdo, capazes de reconhecer e
clivar sequéncias especificas de nucleotideos (geralmente 4 pares de bases)
presentes na dupla fita de DNA, gerando fragmentos com diferentes tamanhos e
composi¢do. Os produtos resultantes da digestdo enzimética sdo analisados
através de eletroforese em géis ou em capilares em sistemas automatizados com

detectores.

Os dados fornecidos pela técnica descrita por Liu et al. (1997) sdo a
presenca de picos em um diagrama, caracterizando a amostra pelo numero de
picos e diversidade no comprimento dos fragmentos gerados. A presenca e as
variagdes de comprimento dos fragmentos de DNA gerados estariam relacionadas
a espécies diferentes (Dickie & FitzJohn, 2007). Dickie et al. (2002) e Zhou &
Hogetsu (2002) introduziram recentemente modificagcbes na técnica, onde os
perfis dos picos obtidos nos fragmentos de restricdo (niumero de bases e
fluorescéncia gerada) sdo comparados a bases de dados, que contém
informacdes de fragmentos ja conhecidos. Assim, € possivel identificar de forma

24



mais precisa as espécies que apresentavam mesmos padrdes de fragmentos, ou
ainda, agrupar os multiplos padrées de fragmentos de restricdo fornecidos por

uma mesma espécie.

2.5 MICROBIOTA DAS INFECCOES ENDODONTICAS PRIMARIAS ASSOCIADAS A
SINTOMATOLOGIA DOLOROSA ESPONTANEA

Uma vez descritas as condi¢gées necessarias para o estabelecimento da
infeccdo endodéntica no sistema de canais radiculares e nos tecidos periapicais,
bem como os métodos para o seu estudo, é importante a caracterizacdo das
microbiotas que as constituem e a determinacdo das relagcées entre grupos de

microrganismos e os achados clinicos.

2.5.1 Microbiota do Canal Radicular em Infeccoes Primarias Associadas a
Sintomatologia Dolorosa

2.5.1.1 Caracterizacao através de Cultura Microbiana

A microbiota isolada nos canais radiculares de dentes que apresentam
sintomatologia dolorosa esponténea através do método de cultura microbiana é
geralmente mista e constituida principalmente por espécies anaerdbias estritas
(Sundqvist et al., 1989; Gomes et al., 1994a; Jacinto et al., 2003; Sousa et al.,
2003).
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Gomes et al. (2004) relataram que existe uma diferenca das
caracteristicas da composicao da microbiota dos canais radiculares de dentes com
necrose pulpar (infeccdo primaria) e de dentes tratados endodonticamente que
apresentam insucesso (infecgdo secundaria/persistente). Em infecgdes primarias,
a microbiota € mista e formada por microrganismos Gram-negativos e Gram-
positivos, principalmente anaerdbios, com no maximo dez espécies diferentes por
canal radicular. J4 nos casos de insucesso do tratamento endoddntico, os autores
observaram a predominancia de microrganismos anaerébios facultativos e Gram-
positivos, com uma média de uma ou duas espécies por canal radicular. Os
autores sugerem que as interagdes entre diferentes grupos bacterianos permitem
o estabelecimento de uma patologia, dificilmente encontrada quando os mesmos

microrganismos estao isolados.

Jacinto et al. (2003) relatam que o numero de espécies microbianas
passiveis de cultivo e que integram a microbiota em infeccdes endoddnticas
primarias sintomaticas é superior aquele observado para casos onde ndo havia
dor.

Os microrganismos anaerdbios estritos Peptostreptococcus anaerobius,
Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium necrophorum,
Peptococcus prevotii, Prevotella intermedia/nigrescens e Gemella morbillorum, e
os facultativos Streptococcus constellatus, Streptococcus mitis, Eubacterium
alactolyticum e Eubacterium lentum sao as espécies mais freqlientemente
isoladas em canais radiculares de dentes com sintomatologia dolorosa
espontanea de origem endodontica (Sundqvist et al., 1989; Jacinto et al., 20083;
Sousa et al., 2003).

Um dos principais grupos associados as infec¢cdes endodonticas
sintomaticas sao as bactérias produtoras de pigmento negro. Estes sado bacilos
anaerdbios Gram-negativos pigmentados que colonizam as mucosas e sao

microrganismos indigenas da cavidade oral. Quando cultivados em agar,
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apresentam a capacidade de produzir pigmento negro, caracterizado
quimicamente como protohemina e protoporfirina (Shah & Gharbia, 1993).
Espécies pertencentes ao género Prevotella podem nao ser pigmentadas, tais
como Prevotella bivia, Prevotella disiens, Prevotella buccae, Prevotella bucalis,
Prevotella oralis e Prevotella oris. Inicialmente, as espécies estavam agrupadas
em um unico género, Bacteroides. Shah & Collins (1988, 1990) propuseram sua
divisdo, baseando-se em caracteristicas nutricionais, analises quimicas e
bioquimicas. As espécies sacaroliticas foram agrupadas no género Prevotella,

enquanto que espécies assacaroliticas pertencem ao género Porphyromonas.

A Tabela 1 resume os estudos que avaliaram a microbiota de canais
radiculares associados as infec¢gdes endodonticas primarias sintomaticas,
indicando a percentagem de microrganismos anaerobios isolados e também

enumera as espécies mais freqlientemente isoladas.
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Tabela 1. Achados microbiol6gicos em canais radiculares de dentes com necrose pulpar e sintomatologia dolorosa

espontanea, através do método de cultura microbiana.

Cocos Anaerbbios

Bacilos Anaerobios

Estudo Anaerébios Gram + Gram - Gram + Gram - An. facultativos
Sundqvist et al. (1989) 91,4% P. anaerobius * - Actinomyces spp. F. nucleatum* Streptococcus spp.
P. micros * Lactobacillus spp.  B. buccae E. brachy
B. denticola E. alactolyticum *
B. endodontalis E. lentum *
B. gingivalis E. timidum
B. gracilis
B. intermedius *
B. loescheii
W. recta
Jacinto et al. (2003) 74,77% P. prevotii * Veillonella spp.  A. odontolyticus F. necrophorum * S. sanguis
P. anaerobius B. adolescentis F. nucleatum * S. constellattus
P. micros * Clostridium spp. P. int/nigrescens *  S. mitis
G. morbillorum* C. acetobutylicum  P. corporis E. lenta
A. meyeri P. oralis E. faecalis
P. acnes C. gracilis S. anginosus
B. fragilis E. limosum
P. loescheii L. acidophilus
P. melaninogenica S. saccharolyticus
Sousa et al. (2003) 64,10% G. morbillorum *  Veillonellaspp.  C. subterminale B. gracilis E. lentum

P. anaerobius

F. necrophorum *

G. haemolysans

P. micros * F. nucleatum L. acidophilus
P. prevotii * P. corporis S. anginosus
Peptostrept. spp. P. int./nigrescens S. constellatus *
P. loescheii S. epidermidis
S. mitis *
S. oralis
S. saccharolyticus
S. sanguis

* Espécies mais freqiientemente isoladas.
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Haapasalo et al. (1986) estudaram a influéncia de espécies produtoras
de pigmento negro sobre o surgimento de sintomatologia em canais radiculares
com necrose pulpar. Para estes autores, ndo houve uma relagdo direta entre a
presenca de bactérias produtoras de pigmento negro (BPPN) e sintomatologia
dolorosa, pois mesmo na sua presenca observou-se auséncia de sintomatologia.
No entanto, quando as espécies Bacteroides gingivalis e Bacteroides endodontalis
eram isolados a possibilidade de desenvolvimento de sintomatologia foi

aumentada.

Yoshida et al. (1987) estudaram a correlacdo entre a presenca de
certos microrganismos e sinais e sintomas de origem endoddntica em dentes com
necrose pulpar e lesdes periapicais, em situagdes clinicas distintas. No grupo
composto por dentes com dor espontanea, dor a percussao e exsudagao foram
isolados predominantemente anaerodbios estritos (79%) pertencentes aos géneros
Eubacterium, Bacteroides e Peptostreptococcus. Quando 0s dentes
apresentavam-se somente com dor a percussdo e sem sintomatologia espontanea
0s anaerdbios Peptostreptococcus, Eubacterium, Actinomyces, Bacteroides e 0s
facultativos Streptococcus faecalis, Streptococcus intermedius, Streptococcus
anginosus e enterobactérias encontravam-se associados nos canais radiculares.
Microrganismos anaerdbios facultativos pertencentes aos géneros Streptotoccus e
enterobactérias foram isolados com mais freqiéncia em casos de dentes com
necrose pulpar e lesao periapical, sem sintomatologia dolorosa. Concluiu-se que a
constituicdo da microbiota dos canais radiculares influencia no desenvolvimento

ou nao de sintomatologia clinica.

Sundqyvist et al. (1989) relacionaram a presenca de bactérias produtoras
de pigmentos negros a canais radiculares de dentes com abscessos periapicais.
Quando BPPN foram isoladas, observou-se um aumento na incidéncia de
anaerobios estritos (91,4%), ao passo que em canais onde ndo foram isolados,
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apenas 87,2% da microbiota era constituida por microrganismos anaerdbios
estritos.

Hashioka et al. (1992), ao estudarem a relagcao entre os achados
clinicos e a composicdo da microbiota de canais radiculares infectados,
observaram que o0 numero de colénias em casos que apresentavam
sintomatologia dolorosa espontadnea foi superior aqueles casos onde nao havia
sintomatologia. Uma correlagéo positiva foi estabelecida entre a presenca de dor a
percussao e as espécies Peptococcus spp., Peptostreptococcus spp.,
Eubacterium spp., P. gingivalis, P. endodontalis e Bacteroides spp., tornando
estes microrganismos patdgenos suspeitos de causarem alteracdes periapicais. O
odor desagradavel ao acessar o sistema de canais radiculares foi observado
principalmente em casos onde Peptococcus spp., Peptostreptococcus spp.,

Eubacterium spp. e Bacteroides spp. foram encontrados.

Para Gomes et al. (1994a), a presenca de dor espontanea estava
associada com as espécies Prevotella spp., Prevotella intermedia, Prevotella
melaninogenica e Peptostreptococcus spp. Prevotella spp., Fusobacterium
necrophorum, Peptostreptococcus spp. e Parvimonas micra estiveram associadas
a edema. Correlacbes positivas foram observadas também entre presenca de
fistula e Eubacterium lentum. Quando havia exsudato purulento no canal radicular,
isolaram-se 0s microrganismos Fusobacterium spp., Fusobacterium necrophorum,

Prevotella buccae e Prevoftella loescheii.

Em 1994b, Gomes et al. sugeriram que o desenvolvimento da patologia
endoddntica é dependente de associagdes entre as espécies. Ao avaliarem uma
extensa série de casos através do método de cultura bacteriana, os autores
relatam o isolamento de até 11 diferentes espécies nos canais radiculares.
Associacoes positivas foram observadas entre Peptostreptococcus spp./Prevotella
spp., P. micros/Prevotella spp., Peptostreptococcus spp./P. melaninogenica,
Prevotella spp./Eubacterium spp., P. micros/P. melaninogenica, dentre outras.
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Bae et al. (1997) diferenciaram as espécies Prevotella intermedia e
Prevotella nigrescens, através de SDS-Page, em 56 cepas identificadas
inicialmente como Prevotella intermedia, isoladas de canais radiculares e
abscessos periapicais. Os autores constataram que a composigao protéica celular
das duas espécies diferem na presenca de uma proteina com peso molecular de
18,6 kDa para P. nigrescens. Assim, foi possivel estabelecer que cerca de 73,2%
das cepas eram P. nigrescens, enquanto que apenas 26,8% eram P. intermedia.

Dougherty et al. (1998) verificaram a presenca de bactérias produtoras
de pigmento negro em canais radiculares de dentes portadores de necrose pulpar
e lesdes periapicais. Observaram que Prevotella nigrescens foi a BPPN
predominantemente isolada nas regides coronarias e apicais dos canais
radiculares. Isolou-se em menores quantidades Prevotella intermedia, Prevotella
melaninogenica e Porphyromonas gingivalis. Os autores ndo conseguiram
estabelecer nenhuma correlacao estatisticamente significante entre a presenca de
BPPN e intensidade de dor, presenca de pus e edema. Ao empregar a
metodologia de SDS-Page para diferenciar bactérias da mesma espécie obtidas a
partir da mesma amostra, os autores observaram similaridade na expressao

protéica sugerindo serem originadas da mesma cepa.

Baumgartner et al. (1999) relataram a presenca de BPPN em 55% das
amostras de dentes que apresentavam sintomatologia dolorosa, sendo P.
nigrescens (50%), P. intermedia (36%), P. gingivalis (9%) e P. melaninogenica
(5%) as mais freqlentemente isoladas. No entanto, ndo foi possivel estabelecer
correlacdes positivas entre a sua presenca e sinais e sintomas como dor, tamanho

de leséo periapical, presenca de fistula e exsudato purulento.

Lana et al. (2001) constataram que uma associagdo de bactérias
anaerdbias estritas, anaerdbias facultativas e microaeroéfilas, além de fungos, séo
encontradas em canais radiculares e pertencem aos géneros Prevotella,

Fusobacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Clostridium, Peptostreptococcus,
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Candida e Saccharomyces. Correlagdes positivas foram observadas para a
presenca simultanea de espécies dos géneros Clostridium e Prevotella, além de

Peptostreptococcus e Fusobacterium.

Peters et al. (2002) empregaram testes estatisticos de correlacdo e
observaram 81 possiveis associagdes estatisticamente significativas entre
microrganismos. Para os autores, os microrganismos ndo estdo distribuidos nos
canais radiculares de maneira aleatoria, e destacam a importancia do
conhecimento das interagdes microbianas para o estabelecimento da patologia
endoddntica. Assim, constataram que em casos de necrose pulpar onde nao se
encontra associada sintomatologia dolorosa, podem ser isolados também altos

indices de microrganismos anaerébios estritos (87%).

Jacinto et al. (2003) estabeleceram diferencas entre a microbiota de
dentes com necrose pulpar quando havia ou nado presenca de sintomatologia
dolorosa. Constataram que dentes assintomaticos abrigavam um menor nimero
de microrganismos cultivaveis quando comparados aos dentes sintomaticos, com
uma média de nove espécies por canal radicular. A presenca de microrganismos
anaerébios estritos foi mais marcante em casos associados com sintomatologia
dolorosa (72,4%), sendo frequentemente isolados Fusobacterium necrophorum,
Peptostreptococcus prevotii, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum e
Prevotella  intermedia/nigrescens. Bactérias Gram-negativas  constituiram
aproximadamente 39% do total de isolados, e sua presenca estava associada a

dor espontanea, episoddios de dor prévia, dor a palpacao e edema.

Sousa et al. (2003) estudaram a microbiota de dentes com necrose
pulpar e sintomatologia dolorosa associados a abscessos periapicais. Os autores
observaram um total de 117 isolados, indicando uma média de 3,9 espécies por
canal radicular. Desses, 75 microrganismos eram anaerobios e 42 eram
facultativos. Um predominio de espécies Gram-positivas foi observado. As
espécies mais freqlentemente isoladas foram os fastidiosos P. prevotii, P. micros,
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F. necrophorum, P. intermedia/nigrescens. Menos encontrados, mas também
presentes estiveram os facultativos Gemella morbillorum, Streptococcus mitis e

Gemella haemolysans.

Embora isolados mais freqliientemente em infeccbes endoddnticas
secundarias/persistentes, bactérias do género Enterococcus também sao isoladas
em infecgbes endodoOnticas primarias. Lana et al. (2001) demonstraram a sua
presenca em apenas 1 caso de necrose pulpar sem sintomatologia dolorosa,
associada a presenca de uma camara pulpar manipulada anteriormente a
realizacdo da coleta para o referido estudo. Gomes et al. (2004) relataram também
uma baixa incidéncia de Enterococcus faecalis em casos de infec¢ao primaria (2
casos em 41 amostras) e a sua presenga estava associada com o
desenvolvimento de edema periapical.

Foschi et al. (2005) observaram este microrganismo em 12,8% dos
casos de dentes que apresentavam sintomatologia dolorosa e em 60% dos casos
em que nado demonstravam sintomas clinicos de origem endodéntica,

estabelecendo uma correlagéo positiva com casos de periodontite apical crénica.

2.5.1.2 Caracterizacao através de Métodos Moleculares

O uso de métodos moleculares de diagndstico permitiu a confirmacao
da presenca de espécies isoladas através de cultura microbiana e a detecgéo de
espécies fastidiosas, de dificil cultivo ou ainda ndo-cultivadas em amostras de
infecgbes endoddnticas primarias associadas a sintomatologia dolorosa, obtidas a
partir de coletas de canais radiculares (Siqueira & Rdcas, 2009b).
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A Tabela 2 demonstra de forma esquematica os métodos moleculares
de diagnéstico empregados e os principais resultados obtidos no estudo da

microbiota de canais radiculares associadas a sintomatologia dolorosa.

Tabela 2. Microrganismos detectados através de métodos moleculares em
amostras de canais radiculares em dentes com necrose pulpar e
sintomatologia dolorosa.

Estudo Método Espécies (n.,/Nyta)

Oliveira et al. (2000) PCR Espécie-Especifico =~ Porphyromonas endodontalis (4/6)
Siqueira et al. (2001a) PCR Espécie-Especifico  Treponema denticola (8/15)
Récas et al. (2002a) PCR Espécie-Especifico  A. actinomycetencomitans (0/13)

B. forsythus (7/13)

C. rectus (1/13)

F. nucleatum (0/13)

M. micros (2/13)

P. endodontalis (7/13)

P. gingivalis (7/13)

P. intermedia (0/13)

P. nigrescens (1/13)

S. anginosus (group) (1/13)
T. denticola (7/13)

Siqueira et al. (2002b) PCR Espécie-Especifico  Bacteroides forsythus (9/21)
Fusobacterium nucleatum (0/13)
Streptococcus anginosus (0/10)
Actinomyces israelii (0/4)
A. actinomycetemcomitans (0/18)

Fungo (primer universal) (0/2)
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Tabela 2. Microrganismos detectados através de métodos moleculares em
amostras de canais radiculares em dentes com necrose pulpar e
sintomatologia dolorosa (Continuacao).

Estudo

Método

Espécies (n+/ntotal)

Récas et al. (2003a)

Nested-PCR

T. denticola (8/10)
T. socranskii (4/10)
T. vincentii (1/10)

T. pectinovorum (0/10)

Siqueira et al. (2003b)

PCR Espécie-Especifico

P. propionicus (5/10)
A. radicidentis (1/10)

Siqueira et al. (2003c)

Nested-PCR

B. forsythus (3/6)

Siqueira et al. (2003d)

PCR Espécie-Especifico

P. micros (2/8)

Siqueira & Rocas (2003e)

Nested-PCR

T. amylovorum (5/10)

T. lecithinolyticum (1/10)
T. maltophilum (1/10)

T. medium (1/10)

Siqueira & Rogas (2003f)

PCR Espécie-Especifico

Treponema socranskii (4/7)

Siqueira & Régas (20039g)

Nested-PCR

Filifactor alocis (3/10)

Siqueira & Rocas (2004b)

Nested-PCR

Centipeda periodontii (1/7)

Foschi et al. (2005)

PCR Espécie-Especifico

T. denticola (14/47)
P. gingivalis (5/47)
P. intermedia (5/47)
T. forsythensis (3/47)
E. faecalis (6/47)

35



Tabela 2. Microrganismos detectados através de métodos moleculares em
amostras de canais radiculares em dentes com necrose pulpar e
sintomatologia dolorosa (Continuacao).

Estudo

Método

Espécies (n,/Nita)

Rocas et al. (2005a)

Nested/Semi-Nested PCR

Dialister invisus (6/10)

Olsenella uli (4/10)

Sinergistes oral clone BA121 (2/10)
Sinergistes oral clone E33_3 (2/10)
Granulicatella adiascens (1/10)
Atopobium parvulum (2/10)
Synergistes oral clones BH017/D084 (1/10)
Synergistes oral clone W090 (2/10)
Desulfobulbus oral clone R004 (1/10)
TM7 oral clone 1025 (0/10)
Actinobaculum oral clone EL030 (0/10)

Prevotella pallens (0/10)

Rocas et al. (2005b)

PCR Espécie-Especifico

Treponema parvum (2/10)

Treponema putidum (1/10)
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Tabela 2. Microrganismos detectados através de métodos moleculares em

amostras de canais radiculares em dentes com necrose pulpar e

sintomatologia dolorosa (Continuagao).

Estudo Método Espécies (n,/Nita)

Gomes et al. (2006a) Nested-PCR Filifactor alocis (22/48)
Treponema denticola (19/48)
Tannerella forsythia (11/48)

Rocas et al. (2006b) Nested PCR Veillonella parvula (1/10)

Eikenella corrodens (1/10)

Siqueira & Rogas (2006a)

PCR Espécie-Especifico

Catonella morbi (3/10)

Granulicatella adiascens (1/10)

Gomes et al. (2007)

Nested-PCR

Treponema denticola (9/42)
Tannerella forsythia (15/42)
Porphyromonas gingivalis (18/42)

Siqueira & Rogas (2007b)

Semi-Nested PCR grupo-
especifico

Filotipos de Synergistes (6/29)

Gomes et al. (2008) Nested-PCR Gemella morbillorum (40/49)
Siqueira et al. (2008a) Nested PCR Porphyromonas gingivalis
Ozbek et al. (2009) Real-Time PCR Treponema denticola (19/30)
Récgas & Siqueira (2009) Nested-PCR Bacteroidetes clone X083 (6/10)

Prevotella baroniae (6/10)

Prevotella multisaccharivorax (6/10)
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Siqueira et al. (2004c) utilizaram o método da eletroforese em gel com
gradiente de desnaturacao para estudar a estrutura de comunidades microbianas
em infeccdes endodénticas primarias. Os resultados demonstraram uma média de
12,1 espécies microbianas diferentes em canais radiculares de dentes que
apresentavam dor (variando de 2 a 29 espécies), um numero superior ao obtido
em canais de dentes assintomaticos (média de 6,7 espécies). A maioria das
espécies foi detectada em apenas uma amostra, sugerindo uma diversidade
microbiana bastante acentuada entre os individuos. Apdés o0 sequienciamento
génico das bandas obtidas, observou-se que as espécies mais freqlentemente
encontradas pertenciam aos géneros Campylobacter spp., Fusobacterium spp.,
Acinetobacter spp, e a familia Enterobacteriaceae.

A andlise de clones e seqglUenciamento génico permitem a deteccao
adicional de microrganismos de dificil cultivo ou de filotipos ainda n&o-cultivados,
através da insercdo de fragmentos de DNA presentes na amostra clinica em
vetores (Lodish et al, 2007). Jacinto et al. (2007) estudaram a microbiota de
amostras de canais radiculares associados a abscessos periapicais agudos
através da técnica de analise de clones e seqlienciamento do gene 16S rRNA.
Quarenta e oito espécies diferentes foram detectadas, distribuidas em grupos de 7
a 13. Apenas Olsenella uli esteve presente em todos os casos. Taxa como
Tannerella forsythia, Shuttleworthia satelles e Filifactor alocis foram detectadas em
apenas uma amostra. Os autores concluiram que a microbiota associada a
infeccbes endoddnticas primarias sintométicas é formada por uma diversidade

ampla de espécies.

Sassone et al. (2008) constataram que carga microbiana em canais
radiculares com infec¢cdes primarias sintomaticas é mais complexa que a
observada em infecgcdes assintomaticas, tanto no aspecto qualitativo quanto
quantitativo.  Utilizando-se o método de hibridizacdo DNA-DNA, observaram que
o0 numero médio de espécies em infeccbes sintomaticas foi 26, com

aproximadamente 86 x 10° células. Entretanto, uma média de 20 microrganismos
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e 29 x 10° células foram detectadas em infeccdes assintomaticas. As espécies
Fusobacterium nucleatum ssp. vincentii, Veillonella parvula, Treponema
socranskii, Enterococcus faecalis e Campylobacter gracilis foram freqlientemente
detectadas em casos sintomaticos enquanto que F. nucleatum ssp. vincentii,
Fusobacterium nucleatum ssp. nucleatum, E. faecalis, Eubacterium saburreum e
Neisseria mucosa foram detectadas em casos sem sintomatologia dolorosa.

Utilizando a técnica da analise do polimorfismo do comprimento do
fragmento terminal de restricdo, Saito et al. (2009) observaram um maior nimero
de espécies em infeccdes endodOnticas sintomaticas do que em assintomaticas.
Demonstrou-se também que a estrutura das comunidades microbianas em
infecgdes endodonticas primarias sdo complexas. H4 uma grande variabilidade na
composicdo das comunidades microbianas quando diferentes individuos sao
comparados, € nenhuma das espécies foi detectada em todas as amostras. A
presenca ou auséncia de grupos de espécies nao foi associada ao

desenvolvimento de sinais ou sintomas especificos.

2.5.2 Microbiota do Abscesso Periapical Agudo

2.5.2.1 Caracterizacao através de Cultura Microbiana

Aderholt et al. (1981) relatam que devido as dificuldades de cultivo, a
presenga de microrganismos anaerdbios em amostras de abscessos periapicais
foi subestimada em estudos de anos anteriores. Considerando a avaliacdo de
casos do mesmo hospital, os autores relataram que entre os anos de 1977 e 1978,

29% das amostras eram negativas para crescimento microbiano ou demonstraram
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altas taxas de isolamento de microrganismos facultativos, tais como

Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.

Brook et al. (1981) estudaram a composicao da microbiota de
abscessos periapicais em criangas. Em 67% dos casos, foram isolados apenas
microrganismos anaerdbios estritos, enquanto que em 33% eles estavam em
associagcdo com microrganismos anaerdbios facultativos, com média de 4,4
microrganismos por amostra. Foi observada em 58% dos casos a associagao
positiva entre a presenca de Bacteroides spp. € Prevotella spp.

Von Konow et al. (1981) relataram que a microbiota de abscessos
periapicais agudos é complexa, com um predominio de bacilos anaerdbios Gram-
negativos e cocos anaerdbios Gram-positivos. As espécies mais freqiientemente
isoladas foram Bacteroides ruminicola e Fusobacterium nucleatum, além de
Streptococcus intermedius e bacilos gram-positivos nao formadores de esporos.
Tal microbiota sugere uma origem enddgena da infeccao, pois essas espécies sao
encontradas na cavidade oral de individuos saudaveis. Os autores salientaram
que para obter o isolamento dos microrganismos anaerobios torna-se necessario o

emprego de técnicas de coleta, transporte e processamento adequadas.

Oguntebi et al. (1982) relatam que a composigcdo microbiana de
amostras de abscessos periapicais agudos € especifica, com niumero reduzido de
espécies. Em 20% dos casos, isolou-se apenas microrganismos facultativos,
enquanto que infeccées mistas foram observadas em 70% das amostras. O par
Fusobacterium nucleatum e Streptococcus mitis foi encontrado em 60% das

amostras.

Sklavounos et al. (1986), ao caracterizar a microbiota de abscessos
periapicais de origem endodbntica, observaram uma maior severidade nos
quadros clinicos quando as infecgbes eram formadas por microrganismos
anaerodbios estritos e facultativos. Os autores sugerem que em infeccées mistas,
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0S microrganismos anaerébios facultativos favorecem a infeccéo, pois utilizam o

oxigénio, preparando o ecossistema para a instalacao dos anaerdébios estritos.

Brook et al. (1996) estudaram a composicao microbiana de abscessos
periapicais agudos de origem endodontica e das infec¢des sinusais a eles
associadas. Os autores observaram uma concordancia entre os achados para os
dois sitios relacionados, entretanto, algumas espécies estavam presentes em
apenas um ecossistema. Para os abscessos, o numero de microrganismos
isolados variou de 2 a 5, e observou-se um predominio de anaerdbios estritos,
pertencentes aos géneros  Prevotella  spp., Porphyromonas  spp.,
Peptostreptococcus spp., e Fusobacterium spp.

Khemaleelakul et al. (2002) relataram que h& um predominio de
microrganismos anaerdbios estritos em abscessos periapicais de origem
endoddntica e celulites. O numero médio de espécies isoladas foi 7,5, com
variacao entre 3 e 13. A incidéncia de microrganismos pertencentes aos géneros
Prevotella e Peptostreptococcus foi superior quando comparada as demais

espécies.

Riggio et al. (2007) estudaram casos de infecgbes odontogénicas
severas agudas. A microbiota das amostras era constituida por cocos anaerébios
Gram-positivos e bacilos anaerdbios Gram-negativos. Uma variagdo de 2.2 a 6.1
microrganismos foram isolados por amostra, sendo pertencentes as espécies
Parvimonas micra, Peptostreptococcus anaerobius, Anaerococcus prevotti, e
grupo dos Streptococcus anginosus, além de Prevotella intermedia/nigrescens,
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, e
Fusobacterium nucleatum.

A Tabela 3 resume os estudos que avaliaram a microbiota de
abscessos periapicais agudos, indicando a percentagem de microrganismos
anaerébios isolados e também enumera as espécies mais freqlentemente
isoladas.
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Tabela 3. Achados microbiolégicos em abscessos periapicais agudos, através do método de cultura microbiana.

Estudo

Cocos Anaerbbios

Bacilos Anaerobios

Anaerobios

An. facultativos

Gram + Gram - Gram + Gram -
Sabiston et al. (1976) 69% P. micros* V. parvula Actinomyces spp.*  B. intermedia Streptococcus spp.*
P. anaerobius* V. alcalescens  Lactobacillus spp.  B. melaninogenicus ~S. epidermidis
S. intermedius Bifidobacterium spp.  B. oralis S. aureus
S. morbillorum Eubacterium spp. B. ruminicola Lactobacillus spp.
F. nucleatum*
Aderholt et al. (1981) 74% S. intermedius V. alcalescens E. lentum B. melaninogenicus*  Streptococcus spp.*
P. anaerobius* B. asaccharolyticus
P. prevotii F. nucleatum*
P. magnus F. varium
Brook et al. (1981) 90% P. constellatus V. parvula Actinomyces spp. B. asaccharolyticus  Streptococcus spp.
P. intermedius Lactobacillus spp.  B. melaninogenicus*  S. salivarius
P. micros B. oralis
Streptococcus spp.* B. corrodens
Porphyromonas spp.
F. nucleatum
Fusobacterium spp.
Von Konow et al. (1981) - S. constellatus V. parvula L. plantarum B. ruminicola S. milleri
S. intermedius E. lentum Fusobacterium spp. C. xerosis
Bacteroides spp. S. faecalis
B. melaninogenicus Haemophilus spp.
B. distasonis
B. disiens
Oguntebi ef al. (1982) 60% P. anaerobius - A. viscosus B. intermedius S. mitis*
P. micros F. nucleatum* S. faecalis

* Espécies mais freqiientemente isoladas.
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Tabela 3. Achados microbiolégicos em abscessos periapicais agudos, através do método de cultura microbiana.

Cocos Anaerdbios

Bacilos Anaerodbios

Estudo Anaerobios Gram + Gram - Gram + Gram - An. facultativos
Sklavounos et al. (1986) 32,95% Peptostreptococcus spp.* V. parvula C. bifermentans Bacteroides spp.* Staphylococcus spp.
P. productus A. eriksonii B. corrodens S. epidermidis*
P. anaerobius E. limosum B. fragilis S. aureus
P. intermedius P. acnes B. melaninogenicus  E. coli
P. parvulus B. ochraceus Klebsiella spp.
Peptococcus spp. B. oralis Citrobacter spp.
P. constellatus
P. prevotii
Lewis et al. (1986) 74% Peptostreptococcus spp.* V. parvula P. acnes B. oralis* S. milleri*
Peptococcus spp.* E. lentum B. gingivalis* S. mitior
S. intermedius B. melaninogenicus*  S. mutans
S. constellatus B. intermedius S. sanguis.
B. ruminicola L. salivarius
B. distasonis A. odontolyticus
B. ureolyticus A. naeslundii
B. capillosus A. meyeri
B. uniformis H. parainfluenzae
F. nucleatum C. ocrhacea
F. mortiferum E. corrodens
Brook et al. (1991) 70% Peptostreptococcus spp.* V. parvula Eubacterium spp. B. oralis Streptococcus spp.
P. anaerobius B. gingivalis
P. micros B. melaninogenicus
P. prevotii B. intermedius
Bacteroides spp.
F. nucleatum

Fusobacterium spp.

* Espécies mais freqientemente isoladas.
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Tabela 3. Achados microbiolégicos em abscessos periapicais agudos, através do método de cultura microbiana.

Cocos Anaerbbios

Bacilos Anaerébios

Estudo Anaerdbios Gram + Gram - Gram + Gram - An. facultativos
Brook et al. (1996) P. micros V. parvula F. nucleatum* S. milleri
P. anaerobius P. int./nigrescens*  S. sanguis
Peptostreptococcus spp. P. gingivalis
P. melaninogenica
P. oralis
Khemaleelakul et al. (2002) P. micros V. parvula C. hastiforme B. fragilis C. haemolyticum™
P. asaccharolyticus C. hystoliticum B. vulgatus C. xerosis*
P. prevotii C. perfringens F. mortiferum C. bovis
P. acnes C. subterminale F. nucleatum C. striatum
G. morbillorum* E. lentum F.necrophorum C. propinquun
S. intermedius A. odontolyticus P. gingivalis C. diphteriae
S. costellatous A. naeslundii P. asaccharolyticus  E. corrodens
P. intermedia* L. ramnosus
P. melaninogenica* L. fermentum
P. buccae* L. casei
P. oralis S. saprophyticus
P. loescheii S. haemolyticus*
S. epidermidis*
S. oralis
S. sanguis
S. sobrinus
S. gordonii
S. mitis
Riggio et al. (2007) Streptococcus spp. - F. nucleatum S. anginosus
S. costellatous P. buccae S. parasanguis
P. denticola S. acidominus
P. loescheii S. intermedius
P. melaninogenica
P. interm/nigres.

* Espécies mais freqiientemente isoladas.
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2.5.2.2 Caracterizacao através de Métodos Moleculares

Sakamoto et al. (2006) investigaram a microbiota de abscessos

periapicais agudos e revelaram que aproximadamente 40% das espécies

associadas ainda n&o sdo passiveis de cultivo e correspondem a 30% da carga

microbiana dessas amostras. A Tabela 4 apresenta estudos que avaliaram a

composicdo da microbiota de abscessos periapicais agudos, as metodologias

empregadas e os resultados obtidos.

Tabela 4. Microrganismos detectados através de métodos moleculares em

amostras de abscessos periapicais agudos.

Estudo

Método

Espécies (n,/Nita)

Siqueira et al. (2001b)

PCR Espécie-Especifico

Porphyromonas endodontalis (7/10)
Porphyromonas gingivalis (4/10)
Prevotella intermedia (1/10)
Prevotella nigrescens (0/10)
Treponema denticola (5/10)

A. actinomycetemcomitans (0/10)

Siqueira et al. (2001¢)

PCR Espécie-Especifico

Treponema denticola (5/10)

Rocas et al. (2002b)

PCR Espécie-Especifico

Dialister pneumosintes (12/18)

Siqueira et al. (2002b)

PCR Espécie-Especifico

Bacteroides forsythus (1/14)
Fusobacterium nucleatum (2/14)
Streptococcus anginosus (2/12)
Actinomyces israelii (0/19)

A. actinomycetemcomitans (0/14)

Fungo (primer universal) (0/25)
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Tabela 4. Microrganismos detectados através de métodos moleculares em
amostras de abscessos periapicais agudos (continuagao).

Estudo Método Espécies (n,/Nyta)
Siqueira et al. (2003b) PCR Espécie-Especifico P. propionicus (7/19)

A. radicidentis (0/19)
Siqueira et al. (2003c) Nested-PCR B. forsythus (9/18)
Siqueira et al. (2003d) PCR Espécie-Especifico P. micros (6/20)
Siqueira & Rogas (2003f) PCR Espécie-Especifico Treponema socranskii (5/20)
Siqueira & Rogas (2003g)  Nested-PCR Filifactor alocis (8/19)
Siqueira & Rogas (2004b)  Nested-PCR Centipeda periodontii (3/20)
Siqueira & Rocas (2004d)  Nested-PCR T. amylovorum (3/19)

T. denticola (15/19)

T. lecithinolyticum (0/19)
T. maltophilum (0/19)

T. medium (1/19)

T. pectinovorum (4/19)
T. socranskii (9/19)

T. vincentii (0/19)

Récgas et al. (2005a) Nested/Semi-Nested PCR  Dialister invisus (10/19)
Olsenella uli (1/19)
Sinergistes oral clone BA121 (1/19)
Sinergistes oral clone E33_3 (1/19)
Granulicatella adiascens (2/19)
Atopobium parvulum (0/19)

Synergistes oral clones BH017/D084
(1/19)

Synergistes oral clone W090 (0/19)
Desulfobulbus oral clone R004 (0/19)
TM7 oral clone 1025 (1/19)
Actinobaculum oral clone EL030 (0/19)
Prevotella pallens (0/19)
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Tabela 4. Microrganismos detectados através de métodos moleculares em

amostras de abscessos periapicais agudos (continuagao).

Estudo Método Espécies (n,/Nita)

Récas et al. (2005b) PCR Espécie-Especifico Treponema parvum (2/19)
Treponema putidum (1/19)

Récas et al. (2005¢) Nested-PCR Olsenella profusa (1/15)
Olsenella uli (3/15)
Rocas et al. (2006b) Nested PCR Veillonella parvula (4/19)

Eikenella corrodens (5/19)

Siqueira & Rogas (2006a) PCR Espécie-Especifico Catonella morbi (3/19)

Granulicatella adiascens (2/19)

Siqueira et al. (2008a) Nested PCR Porphyromonas gingivalis
Ozbek et al. (2009) Real-Time PCR Treponema denticola (24/30)
Rocas & Siqueira (2009) Nested-PCR Bacteroidetes clone X083 (3/21)

Prevotella baroniae (5/21)

Prevotella multisaccharivorax (1/21)

Dymock et al. (1996) utilizaram as técnicas de cultura microbiana e os
métodos de analise do polimorfismo de fragmentos terminais de restricao
associado a clonagem e sequenciamento do gene 16S rRNA para identificar
microrganismos em 3 amostras de abscessos periapicais agudos. Os anaerbbios
estritos Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum, Prevotalla buccae e
Prevotella intermedia, e os anaerébios facultativos “Streptococcus milleri’ e
Streptococcus mutans foram isolados. O uso de métodos moleculares permitiu aos
autores observarem a presenca de filotipos bacterianos ainda nao descritos.
Houve uma predominancia de clones de Fusobacterium nucleatum. Concluiu-se
que a microbiota dos abscessos periapicais agudos é bastante diversificada,

sendo composta principalmente por microrganismos anaerdbios estritos.
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Entretanto, algumas espécies pertencentes ao género Streptococcus foram

também isolados.

Wade et al. (1997) avaliaram a microbiota do aspirado de dois casos
clinicos que apresentavam abscesso periapical agudo através de cultura
microbiana, analise do polimorfismo de fragmentos terminais de restricdo, analise
de clones e seqguenciamento génico. O método de cultura microbiana indica uma
predominancia das espécies Parvimonas micra, Actinomyces spp. e
Fusobacterium nucleatum. Os métodos moleculares indicaram que 33,6% da
microbiota era composta por P. micra, 66,2% por Actinomyces spp. e apenas 0,2%
formada por F. nucleatum. A espécie Porphyromonas endodontalis foi encontrada
através dos métodos moleculares, mas nao foi isolada, sugerindo que a presenca
de alguns membros das comunidades microbianas pode ser subestimada pelos
métodos de cultura. Os autores salientaram ainda que as técnicas empregadas
podem ser extremamente U(teis na caracterizacdo de infeccdes em sitios
saudaveis ou com doenca, permitindo a caracterizacdo de espécies cultivaveis ou

ainda nao-cultivaveis.

Siqueira et al. (2001d) utilizaram o método de hibridizacdo DNA-DNA
para detectar a presenca de 49 espécies bacterianas em abscessos periapicais
agudos. Uma média de 5.9 espécies foi detectada em cada amostra, variando de
1 a 33. As espécies mais freqlientemente detectadas foram Bacteroides forsythus
(29.6%), Porphyromonas gingivalis (29.6%), Streptococcus constellatus (25.9%),
Prevotella intermedia (22.2%), Prevotella nigrescens (22.2%), Fusobacterium
periodonticum (18.5%), Fusobacterium nucleatum subspecies nucleatum (18.5%),
e Eikenella corrodens (18.5%). Os resultados do estudo indicam que as infeccoes
agudas periapicais sao polimicrobianas, e sugerem que os métodos moleculares
sao bastante uUteis na deteccdo de espécies de dificil cultivo ou ainda nao-
cultivaveis.

Roécas et al. (2006a) compararam a freqliéncia de espécies microbianas
em amostras de abscessos periapicais agudos coletadas no Rio de Janeiro (RJ,
Brasil) e em Portland (Oregon, EUA). A analise das amostras brasileiras
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demonstrou uma prevaléncia das espécies Treponema denticola (73% dos casos),
Porphyromonas endodontalis (70%) e Tannerella forsythia (57%). Entretanto, as
amostras coletadas em Portlant (Oregon, EUA) demonstraram maior freqiéncia de
Dialister invisus (70% dos casos), Porphyromonas endodontalis (63%) e Dialister
pneumosintes (55%). Os achados confirmaram a hipétese de que a freqiéncia de
algumas espécies bacterianas em infeccoées endodbnticas € marcadamente
influenciada pela localizacao geografica e por fatores intrapopulacionais.

Sakamoto et al. (2006), utilizando a analise de clones e a analise de
fragmentos terminais de restricdo, constataram diferengas estruturais importantes
entre infec¢cdes endoddnticas primarias sintomaticas e assintomaticas. A andlise
microbiolégica de amostras de abscessos periapicais agudos revelou que o
numero de espécies foi significativamente maior que em amostras de infec¢des
assintomaticas. Nos exsudatos de abscessos periapicais foram detectadas 18 taxa
diferentes, sendo que Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Dialister
pneumosintes, Prevotella spp., e o clones orais de Prevotella spp. PUS9.180 e E9-
42 foram detectados exclusivamente nestas amostras. A estrutura das
comunidades bacterians associadas a casos sintomaticos € diferente daquela
observada em casos sintomaticos, e cerca de 20% das espécies detectadas nao
foi identificada ou ainda nao é passivel de cultivo.

Riggio et al. (2007) estudaram a composicao da microbiota de
abscessos periapicais agudos através da técnica de analise de clones e
sequenciamento do gene 16S rRNA. As espécies Prevotella oris, Prevotella oral
sp., Dialister pneumosintes e Porphyromonas oral sp foram as mais
frequentemente detectadas e representam 47,6% da totalidade de clones
sequenciados. Aproximadamente 6% dos clones representaram espécies ainda
nao cultivadas. Os autores ressaltam a importancia da utilizacdo dos métodos
moleculares de ampla deteccdo pois estes permitem a deteccdo de espécies de
dificil cultivo e que podem ter participacdo ativa na formacédo e estabelecimento

das lesbes periapicais.
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Sakamoto et al. (2009) estudaram a incidéncia de Treponemas orais em
amostras de abscessos periapicais agudos através do método de Nested-PCR
direcionado, para as espécies ja cultivadas, e andlise de clones e
sequenciamento, para a deteccdo de novas espécies de Treponema. Dentre as
espécies passiveis de cultivo, observou-se que T. denticola, T. maltophilum e T.
socranskii foram freqUentemente detectadas, enquanto que nenhuma amostra
apresentou a espécie T. pectinovorum. Dentre as espécies ainda ndo cultivadas,
17/18 nao foram detectadas em outras infeccoes humanas. Os autores indicam
que 64% dos clones de Treponemas necessitam ser ainda caracterizadas e
isoladas.

A utilizacao de técnicas moleculares permite o estudo de caracteristicas
intrinsecas das cepas microbianas, relacionadas a sua viruléncia. Rocas &
Siqueira (2010) detectaram a espécie Porphyromonas gingivalis em 7 de 25
amostras de abscessos periapicais agudos obtidos através do método de
aspiracao. A presenca do gene firmA codifica a formacao de fimbrias, que séo
importantes fatores de viruléncia das espécies de P. gingivalis e estes séo
divididos em 6 grupos. A deteccdo da presenca e grupo de genes firmA foi
determinada através de PCR, sendo as variantes Il, Il e IV as mais
freqientemente encontradas em casos de abscessos periapicais agudos.

2.6 TERAPIA ANTIMICROBIANA EM ENDODONTIA

A terapéutica clinica com o emprego de agentes antimicrobianos ou
antibiéticos tem se desenvolvido ao longo dos ultimos 60 anos, sendo um dos
principais pilares da medicina moderna (Hawkey, 2008). Na Odontologia, o
tratamento das infecgbes orofaciais consiste na eliminagdo da origem de
contaminacao através da terapia endodoéntica ou extracdo do elemento dental, e
da drenagem cirurgica da colecao purulenta (Flynn, 2000).
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Na Endodontia o uso de agentes antimicrobianos esta indicado para o
tratamento dos abscessos periapicais agudos acompanhados de dor severa e
celulite, linfadenite, trismo, febre taquicardia, falta de apetite e mal-estar geral,
indicando para o profissional que os sistemas de defesa do paciente ndo estao
conseguindo controlar o processo infeccioso (Wynn & Bergman, 1994; Andrade &
Souza-Filho, 2006). Excecdes a regra dizem respeito aos pacientes portadores de
doencas sistémicas caracterizadas por alteragdes metabdlicas e por

imunossupressao (Andrade & Souza-Filho, 2006).

Os antibidticos sado substancias produzidas por diversas espécies de
microrganismos (bactérias ou fungos) que impedem o crescimento de outros
microrganismos, eventualmente podendo destrui-los. No entanto, utiliza-se esse
termo para descrever também os agentes antibacterianos sintéticos que ndo sao
produzidos por micrébios (Chambers & Sande, 1996). Chastre (2008) ressalta que
um agente antimicrobiano ideal para uso empirico deve ser efetivo frente a uma
ampla variedade de microrganismos, inclusive aos resistentes; deve ser altamente
ativo no sitio da infec¢cao (com mecanismos de farmacocinética e farmacodinamica
efetivos); e deve ser seguro e ndo-téxico, com poucos efeitos adversos e de facil

utilizacao pelo paciente.

Para a selecao adequada de um antibiético no tratamento de uma
infeccdo € necessario que se tenha um conhecimento de fatores relativos aos
agentes infectantes (microbiota mais comum das infec¢des, padrdo habitual de
sensibilidade dos microrganismos aos antibiéticos), a natureza da infecgéo que se
vai tratar, as caracteristicas do hospedeiro que vai receber o antibiético e também

aos aspectos basicos da farmacologia do antibiético a ser utilizado (Rocha, 2002).

Os agentes antibi6ticos podem ser divididos em grupos, de acordo com
a sua estrutura quimica: a) beta-lactamicos, tais como as penicilinas,
cefalosporinas, cefamicinas, acido clavulanico, carbapenens, nocardicinas e
monobactamicos; b) aminoglicosideos, tais como a gentamicina, estreptomicina,
neomicina, canamicina; c) lincosamidas, tais como a lincomicina e clindamicina; d)
tetraciclinas; e) cloranfenicol; f) macrolideos, tais como a eritromicina, azitromicina
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e claritromicina; g) glicopeptideos, tais como vancomicina e teicoplanina; h)

sulfonamidas.

Para Chambers & Sande (1996), do ponto de vista histérico, a

classificagcdo mais comumente empregada baseia-se no mecanismo de agao dos

agentes antimicrobianos, proposta da seguinte maneira:

a)

agentes que inibem a sintese da parede celular bacteriana
(penicilinas, cefalosporinas, vancomicina, ciclosserina,

bacitracina);

agentes que atuam diretamente sobre a membrana celular do
microrganismo, afetando sua permeabilidade e resultando em

extravasamento de compostos intracelulares (polimixinas);

agentes que afetam a funcédo das subunidades ribossémicas
30S e 50S, causando inibicdo reversivel da sintese protéica

(cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina e clindamicina);

agentes que se ligam a subunidade 30S e alteram a sintese

protéica, resultando em morte celular (aminoglicosideos);

agentes que afetam o metabolismo dos &cidos nucléicos

(rifampicina e quinolonas); e,

agentes que bloqueiam rotas metabdlicas importantes dos

microrganismos (trimetropina e sufonamidas).

Os principais grupos de antibiéticos empregados na clinica odontol6gica

sdo as penicilinas, as cefalosporinas, as tetraciclinas, as lincosaminas e 0s

macrolideos (Groppo et al., 2006).

De acordo com Silva (2002), as penicilinas sao classificadas a partir das

caracteristicas de sua estrutura, provenientes das modificagdes realizadas na

molécula do acido 6-aminopenicilanico (6-APA), o qual apresenta um anel beta-
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lactdmico, essencial para a atividade antimicrobiana. Dentro do grupo das
penicilinas naturais, encontram-se as Penicilinas G e V. Modifica¢des laboratoriais
permitiram a fabricacdo de penicilinas penicilinase-resistentes tais como meticilina,
nafcilina e oxacilina. Um terceiro grupo € constituido pelas penicilinas de espectro
ampliado, como a ampicilina e a amoxicilina. Os mais recentes antibiéticos -
lactamicos sao o imipenen, meropenem e aztreonam. O espectro antimicrobiano

das penicilinas mais comumente empregadas em Odontologia é resumido por
Groppo et al. (2006):

a) Penicilinas G — apresentam pequeno espectro de acao, atuando
principalmente sobre cocos Gram-positivos, anaerdbios Gram-
positivos e Gram-negativos como Porphyromonas gingivalis,

Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum.

b) Penicilina V — espectro de agcédo reduzido, com poténcia um pouco
inferior a Penicilina G, ndao atuando contra bactérias produtoras de
beta-lactamases.

c) Amoxicilina e Ampicilina — sdo menos ativas que as penicilinas G e V
frente a cocos Gram-positivos, mas em compensacao oferecem uma

atividade adicional contra cocos e bacilos Gram-negativos.

Dentre os agentes antimicrobianos empregados, os B-lactamicos sédo as
drogas mais seguras, mas certas classes apresentam efeitos adversos como
inducdo de reacbes de hipersensibilidade e supressdo de atividade
hematopoiética da medula 6ssea (Owen, 2008b).

As cefalosporinas foram isoladas inicialmente do fungo Cephalosporium
acremonium, e tem como nucleo o &cido 7-aminocefalosporanico que, com
acréscimo de cadeias laterais, permitiu 0 desenvolvimento de compostos semi-
sintéticos com atividade antibacteriana muito maior que a substancia adicional
(Chambers & Sande, 1996). A classificacdo mais aceita para as cefalosporinas as
divide em geracdes, baseada nas caracteristicas gerais da atividade
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antimicrobiana (Rocha, 2002). As cefalosporinas de primeira geracdo sao
representadas pela cefalotina, cefazolina, cefapirina e cefalexina e caracterizam-
se por um espectro de acdo entre Gram-positivos e Gram-negativos, porém mais
estreito que os demais grupos. A segunda geragdo consiste no cefamandol,
cefoxitina e no cefaclor, tendo maior atividade contra bactérias entéricas Gram-
negativas que as de primeira geracdo. As cefalosporinas de terceira geracao
possuem espectro antibacteriano ainda mais amplo contra as bactérias Gram-
negativas, inclusive contra bactérias resistentes a outras cefalosporinas. Neste
grupo encontramos a cefotaxima, moxalactama, cefoperazona e ceftriazona. O
recente desenvolvimento de novos farmacos desse grupo permitiu 0 surgimento
da quarta geracao de cefalosporinas, com efeito mais intenso sobre bacilos Gram-
negativos como a Pseudomonas aeruginosa e uma eficacia consideravel contra
Gram-positivos, especialmente estafilococos e enterococos. A falta de atividade
das cefalosporinas de primeira e terceira geragdo contra bactérias anaerdbias da
cavidade oral pode limitar sua utilidade no tratamento de infec¢des dentérias,
como abscessos periapicais, com microbiota bacteriana constituida principalmente
por anaerdbios estritos (Montgomery, 2000).

As lincosamidas foram desenvolvidas a partir de 1962 e, dentre elas, a
clindamicina é a mais freqlientemente empregada em Odontologia. A clindamicina
€ um farmaco bastante ativo contra a maioria das bactérias anaerdbias estritas,
especialmente o Bacteroides fragilis (Kapusnik-Uner et al., 1996). Assim como as
demais lincosamidas, a clindamicina tem boa penetracdo em muitos tecidos, sua
concentracao no tecido 6sseo é particularmente elevada (Carvalho, 2002), além
de se acumular nos leucocitos polimorfonucleares, macréfagos alveolares e nos
abscessos (Kapusnik-Uner et al., 1996). A reacao adversa mais freqiientemente
encontrada é a diarréia, que ocorre em torno de 10 a 15% dos individuos tratados,
provavelmente como consequiéncia de sua acao direta na mucosa intestinal e sua
microbiota (Groppo et al., 2006). Uma complicagdo do uso de clindamicinas é o
surgimento de colite pseudomembranosa. Owens et al. (2008) relataram que um
controle mais efetivo no uso de clindamicina tem reduzido o surgimento desta

patologia, uma vez que a quebra do equilibrio da microflora intestinal produzido
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pelo medicamento favorece o crescimento de Clostridium difficile e liberagdo de
suas toxinas. A clindamicina deve ser considerada a terceira opgao no tratamento
das infeccbes orodentais causadas por cocos Gram-positivos ou anaerdbios
Gram-positivos e Gram-negativos sensiveis, quando as penicilinas e macrolideos

nao podem ser utilizados ou sao ineficazes (Montgomery, 2000).

O metronidazol manifesta atividade antimicrobiana contra cocos
anaerébios, bacilos aerdbios Gram-negativos, incluindo espécies de Bacteroides,
e bacilos anaerébios Gram-positivos formadores de esporos. E empregado,
portanto em diversas infecgcbes causadas por bactérias anaerdbias estritas,
incluindo Clostridium e Helicobacter (Tracy & Webster, 1996). Este farmaco foi
empregado inicialmente para o tratamento da tricomoniase vaginal e doencas
causadas por protozoarios como amebiase e giardiase (Groppo et al., 2006). O
seu emprego em Odontologia para o tratamento das infec¢gées por anaerdbios
iniciou-se com as observacdes de Shinn (1962), que constatou a melhora das
condigcbes periodontais de uma paciente que estava em tratamento para
tricomoniase. Durante o seu uso, os pacientes devem ser alertados para evitar o
consumo deste medicamento com bebidas alcodlicas, pois o metronidazol
apresenta um efeito similar ao dissulfiram (Tracy & Webster, 1996). Segundo
Montgomery (2000), o seu uso em Odontologia se limita as infecgbes periodontais
agressivas e em associacao para o tratamento de infecgdes orofaciais causadas

por microrganismos anaerobios estritos.

A eritromicina pertence a categoria dos antibiéticos macrolideos,
juntamente com a azitromicina e a claritromicina que foram desenvolvidas
posteriormente, sendo os derivados sintéticos mais modernos deste grupo
(Carvalho & Carvalho, 2002). As eritromicinas apresentam-se comercialmente na
forma de drageas revestidas, pois sdo facilmente inativadas pelo suco gastrico,
dissolvendo-se apenas quando atingem o duodeno (Kapusnik-Uner et al., 1996).
Apresentam-se como antibiéticos de largo espectro com atividade contra bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas, micoplasmas, clamidias, treponemas e riquétsias

(Carvalho & Carvalho, 2002). Primariamente sao bacteriostaticos, mas em altas
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doses podem ser bactericidas (Groppo et al., 2006). A adicdo de um atomo de
nitrogénio no anel lactdnico da eritromicina originou a azitromicina, conferindo-lhe
maior penetracao tissular e um espectro mais amplo que a eritromicina,
principalmente frente as bactérias anaerdbias tais como Peptostreptococcus e
Clostridium (Kapusnik-Uner et al., 1996). Por apresentar uma meia-vida biolégica
prolongada em nivel tecidual, mantendo concentracdes ativas por periodos de até
10 dias no local da infec¢do, a azitromicina pode ser administrada em dose Unica
diaria e por apenas trés dias de tratamento (Groppo et al., 2006). Historicamente,
a eritromicina ocupa o segundo lugar depois das penicilinas para o tratamento das
infecgdes dentarias, principalmente em casos onde antibidticos B-lactamicos
seriam indicados, mas ndo podem ser administrados devido a alergia
medicamentosa. A azitromicina constitui um farmaco alternativo para a cobertura
profilatica contra endocardite bacteriana em pacientes suscetiveis e que séo
alérgicos a penicilina (Montgomery, 2000).

2.6.1 Desenvolvimento de Resisténcia aos Agentes Antimicrobianos

Em 1956, Jawetz relatou que a terapéutica antimicrobiana para as
infecgOes era simples, efetiva e com baixo custo. Da mesma forma, comparando-
se com tempos anteriores, constatou que a mortalidade e a morbidade causadas
por doencas bacterianas haviam decrescido significantemente e ndo constituiam

problemas sem solugao para a area médica.

Nos ultimos anos, estudos epidemiol6gicos em todo o mundo tém
demonstrado aumento nas taxas de resisténcia microbiana aos agentes
terapéuticos empregados e, em muitos casos, 0s patdogenos tém sido
denominados de “panresistentes” ou “extremamente resistentes” (Owens Jr,
2008b). A emergéncia de resisténcia bacteriana ndo respeita limites geogréficos e
o transito populacional entre as diversas regides do planeta tornam este um
problema global (Hawkey, 2008). Dessa forma, os antibiéticos representam uma
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das poucas classes de drogas que tem o potencial de afetar populacbes além do
paciente que esta sendo tratado (Handal & Olsen, 2000).

Em estudo epidemiolégico na Noruega, Al-Haroni & Skaug (2007)
constataram que os Cirurgides-dentistas sdo responsaveis pela prescricao de 8%
do total de antibidticos consumidos anualmente, distribuidos preferencialmente em
B-lactamicos, macrolideos, lincosamidas e tetraciclinas. Palmer et al. (2000)
investigaram o tipo, a dose, a freqiéncia e o tempo de uso indicado nas
prescricoes de antimicrobianos por Cirurgides-Dentistas na Inglaterra e
constataram que varias das prescricbes continham falhas, principalmente
relacionadas a freqiéncia, dose e duracao da terapéutica. Handal & Olsen (2000)
relatam que existem evidéncias da ocorréncia de um acréscimo nos padroes de

resisténcia microbiana da flora oral nos ultimos 10 a 15 anos.

As bactérias podem se tornar resistentes a um agente antimicrobiano
quando o farmaco nao consegue atingir seu alvo, o farmaco é inativado ou o alvo
esta alterado (Chambers & Sander, 1996).

Segundo Silva (2002), a resisténcia bacteriana aos antibioticos pode ser
classificada em natural (intrinseca) e adquirida (cromossémica ou extra-
cromossémica). A resisténcia natural € aquela inerente a célula bacteriana,
independente de sua exposicdo a um determinado antibiético, determinada
principalmente por dificuldade de permeabilidade das superficies externas das
células bacterianas. Ja a resisténcia adquirida surge quando cepas originalmente
sensiveis tornam-se resistentes apds a exposicdo ao agente antimicrobiano,
resultando de uma alteracdo genética determinada por muta¢des ou aquisicao de

plasmidios.

Os trés mecanismos relatados na literatura que explicam o surgimento
de resisténcia aos antibiéticos B-lactamicos sao a produgcdo de enzimas capazes
de destruir o antibidtico (B-lactamases), a diminuicdo da afinidade dos receptores
de penicilinas nas paredes celulares bacterianas e a restricdo da entrada do
antibiético no interior celular (Babic et al., 2006).
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O mecanismo mais eficiente de resisténcia aos B-lactimicos é a
producdo de enzimas, detectadas principalmente em bactérias do género
Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzae, Moraxella spp., Neisseria
gonorrhoeae, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa e anaerdbios como
Bacteriodes fragilis, Prevotella spp., Fusobacterium spp., e Clostridium spp.
(Williams, 1999). Nos ultimos anos, o isolamento de cepas bacterianas capazes de
produzir B-lactamases aumentou devido a rapida transmissibilidade genética, tanto
intra- quanto inter-espécies (Geddes et al., 2007). Babic et al. (2006) relataram
que existem mais de 530 tipos de enzimas capazes de degradar essa classe de

antibioticos.

Em 1980, Heimdahl et al. foram os primeiros pesquisadores a relatar o
surgimento de dificuldades no tratamento de infecgbes orais empregando-se

penicilinas devido a presenca de cepas produtoras de B-lactamases.

A literatura relata duas maneiras de superar a resisténcia bacteriana:
modificar a estrutura do antibiético, fazendo que ele nao seja mais um substrato
para a enzima; ou, inibir a acdo da enzima empregando um composto que é
estruturalmente similar ao antibiético B-lactamico (Medeiros, 1997; Handal & Olsen
2000; Babic et al., 2006).

A modificacdo de compostos gera o descobrimento e sintese de novas
drogas capazes de atuar sobre os receptores de [B-lactdmicos e ndo serem
sensiveis as B-lactamases. Surgiram assim as cefalosporinas de amplo espectro
ou carbapenémicos e, mais recentemente, encontra-se em desenvolvimento o -
lactamico BAL-5788 (Shah, 2005).

Os inibidores de p-lactamases s&o compostos semelhantes as
penicilinas, com modificagcbes nas cadeias laterais que tém a capacidade de se
ligar irreversivelmente as enzimas, tornando-as inativas (Williams, 1999). Trés
drogas inibidoras de 3-lactamases estao disponiveis para emprego clinico, via oral
ou parenteral. O acido clavulanico foi a primeira droga inibidora de B-lactamases
isolada e esta disponivel para uso em associagdo com a amoxicilina desde 1994.
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O Sulbactam e o Tazobactam sao derivados semi-sintéticos do acido penicilénico
e podem ser associados a ampicilina e amoxicilina, no entanto, sdo empregados

preferencialmente em via parenteral (Medeiros, 1997).

Em reviséo de literatura, Hecht (2006) descreveu os mecanismos que
cada género bacteriano desenvolve para resistir a agdao dos agentes
antimicrobianos. Prevotella spp. e Porphyromonas spp. sao resistentes as
penicilinas principalmente pela producdo de [(-lactamases, enquanto que sua
resisténcia a clindamicina estd associada a presenca dos genes ermF e ermG.
Entre as espécies de Fusobacterium, a existéncia de resisténcia as penicilinas é
incomum e a produgao de B-lactamases é rara. Microrganismos pertencentes ao
género Peptostreptococcus sao pouco resistentes as penicilinas, clindamicina e
metronidazol, sendo bastante susceptiveis aos inibidores de B-lactamases e

cefalosporinas.

2.6.2 Avaliacao de Suscetibilidade aos Agentes Antimicrobianos e sua
Aplicacao Clinica

Nos testes in vitro, a suscetibilidade dos microrganismos esta dividida
em categorias, baseadas na sua resposta frente as diferentes concentragdes de
antibiéticos encontradas no sangue ou tecidos, obtidas apds a utilizacdo do
farmaco pelo paciente (Clinical and Laboratorial Standards Institute - CLSI, 2007).
Para tanto, define-se como Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano que impede a visualizacdo do
crescimento de um microrganismo disperso em Agar ou Suspenso em meios

liquidos. Assim, tém-se trés classes:

a) Suscetiveis — os isolados clinicos sao inibidos por concentracdes do
agente antimicrobiano que sao facilmente atingiveis quando a dose

recomendada do farmaco é utilizada.
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b) Intermediarios — incluem isolados clinicos com CIMs que se
aproximam daquelas obtidas no sangue e nos tecidos, mas com
resposta inferior a dos microrganismos considerados sensiveis.
Como sua CIM é mais elevada, para que o medicamento seja
efetivo ele deve atingir concentragbes sanguineas ou teciduais mais
elevadas no sitio da infeccao, tanto por caracteristicas inerentes de
biodisponibilidade quanto por fatores de maior dosagem.

c) Resistentes — categoria onde os isolados nao sao inibidos pelas
concentragbes tissulares ou sanglineas passiveis de serem

atingidas pelo farmaco.

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) sugere em seu
documento M11-A7 (2007) que a suscetibilidade dos microrganismos anaerdbios
pode ser testada através do método de diluicdo em caldo, o método de diluicao
em Agar e o Epsilometer Test (E-test), e tem como objetivo determinar as
concentragdes inibitérias minimas de um antibiético necessarias para atuar sobre

os isolados clinicos.

O emprego do E-test foi descrito inicialmente por Citron ef al. (1991). O
sistema do E-test consiste em uma fita plastica inerte e ndo-porosa de 50 mm de
comprimento e 5mm de largura, que contém em um lado um gradiente de
concentragdo de antibidtico, e do outro, uma escala numeérica que indica a
concentracdo do medicamento. A fita do E-test pode detectar uma CIM que varia
de 0.016 a 256 pg/mL, com um total de 29 diferentes CIMs, que sdo agrupadas de
duas em duas, representando 15 niveis de diluicao (Bolmstrém, 1993). De acordo
com os autores, este € um método de rapida e simples realizagdo, permitindo
quantificar numericamente os valores de CIM para cada cepa.

Em 1992 ainda ndo haviam sido estabelecidos padrdes estritos para
testes de suscetibilidade e Goldstein et al. buscaram conhecer como os diversos
centros de saude nos Estados Unidos processavam e realizavam estes testes.
Dentre as varias constatacdes, observaram que a maioria dos hospitais realizava
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cultura de microrganismos anaerobios e testes de sensibilidade a antimicrobianos.
As principais dificuldades encontradas eram o tempo necessario para a sua
realizacdo e a demora no envio dos resultados. Os autores sugeriram entao o
emprego do E-test, como uma forma pratica e mais rapida de avaliagéo. Dentre as
vantagens encontram-se a facilidade de execucgao e leitura, além de diminuirem o
tempo entre a coleta e a obtencdo dos resultados. Em 1995, Goldstein et al.
observaram que ainda ndo havia sido realizada uma padronizagdo nas
metodologias de realizacdo dos testes de suscetibilidade para microrganismos
anaerdbios nos Estados Unidos e salientaram ainda a necessidade de
desenvolvimento de métodos mais rapidos e eficazes de avaliacdo. Comparando-
se os dados dos dois estudos anteriores, Goldstein et al. (2008) constataram um
aumento na utilizacao de testes laboratoriais nos hospitais norte-americanos, uma
vez que se observou uma tendéncia a terceirizagdo do servigo. No entanto, um
namero maior de laboratérios tem empregado o E-test como teste de escolha,
seguido do método de diluicdo em caldo, enquanto que nenhum laboratério relatou
o emprego do método de disco-difusdo. Os antibioticos mais freqlentemente
testados foram penicilina, ampicilina, clindamicina, metronidazol e
ampicilina/sulbactan. De acordo com os autores, embora avancos tenham sido
obtidos, ainda ndo ha uma padronizacdo para a identificacdo e realizacao dos

testes de suscetibilidade nos hospitais dos Estados Unidos.

Estudos de Brook et al (1981), sugeriram a presenca de
microrganismos resistentes a antibiéticos do grupo das penicilinas em abscessos
periapicais agudos em criancas. Os autores relataram que 33% dos pacientes
apresentavam isolados microbianos produtores de beta-lactamases, pertencentes
as espécies Bacteroides melaninogenicus e Bacteroides oralis.

Von Konow et al. (1981) observaram que a maioria dos microrganismos
facultativos isolados em abscessos periapicais foi sensivel a penicilina, enquanto
que cepas anaerobias do grupo “Bacteroides” foram resistentes a esses farmacos,
devido a presenga de enzimas beta-lactamases. Entretanto, as mesmas cepas

foram sensiveis a clindamicina. A eritromicina demonstrou ser mais efetiva frente
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aos microrganismos anaerbbios facultativos, pois 20% dos microrganismos
anaerébios estritos apresentaram concentragdes inibitérias minimas elevadas,

superiores a 1,0pg/mL.

Sklavounos et al. (1986) relataram que a suscetibilidade dos
microrganismos anaerobios estritos isolados de abscessos periapicais agudos é
variavel, dependendo do agente antimicrobiano empregado. A cefoxitina foi efetiva
frente a 85% dos isolados, seguida de cloranfenicol e tetraciclina (80%),
eritromicina (75%), penicilina (70%), clindamicina (60%) e metronidazol (57,5%).
Neste estudo, a maioria dos pacientes recebeu antibioticoterapia com ampicilina,
que demonstrou ser inefetiva. Dentre outros motivos, a inacessibilidade do
farmaco em concentracdes adequadas no sitio da infeccao foi relatada como
sendo o principal motivo para o insucesso da terapia. Os autores salientam ainda
que os agentes antimicrobianos sdo auxiliares durante o tratamento dos
abscessos periapicais, que € realizado através da drenagem e debridamento
tecidual.

Bernal et al. (1998) observaram que cepas de Prevotella intermedia e
Prevotella nigrescens apresentavam padrdoes distintos de sensibilidade aos
antibiéticos amoxicilina e amoxicilina/acido clavulanico. Em 25% das cepas, altos
valores de CIM foram encontrados para a amoxicilina. No entanto, essas bactérias
foram bastante sensiveis a associagdo amoxicilina/acido clavulanico, sugerindo
uma producdo de beta-lactamase, confirmada através do teste de nitrocefin. Ao
ser realizada uma reacao de PCR especifica para estas cepas, constatou-se que
25% delas eram Prevotella intermedia e 75% eram Prevotella nigrescens,
demonstrando uma maior participacdo destas Ultimas quando se detecta

clinicamente uma resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos.

Ao estudarem a microbiota de abscessos odontogénicos e bolsas
periodontais, Eik et al. (1999) constataram que as espécies de Porphyromonas,
Prevotella e Fusobacterium foram 100% sensiveis a clindamicina e ao
metronidazol. No entanto, uma pequena porcentagem de Prevotella nao-
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pigmentadas foi resistente a clindamicina. Para as mesmas espécies, taxas de
resisténcia entre 16,7 e 41,4% foram observadas quando foi testada a penicilina.

Hecht et al. (1999) relataram o aumento dos niveis de resisténcia dos
microrganismos anaerébios frente a diversos antibioticos no periodo de 1991 a
1996 em hospitais de Chicago (lllinois, EUA). Os autores salientam que mesmo
com altos indices de resisténcia, a freqliéncia de execucao de testes laboratoriais
de sensibilidade tem diminuido, principalmente devido a falta de recursos,
caréncia de profissionais treinados e a auséncia de interesse em correlacionar os

dados laboratoriais aos achados clinicos.

Schumacher et al. (1999) avaliaram a suscetibilidade de 10 espécies de
Prevotella spp aos antibidticos, através dos métodos de diluicdo em Agar e E-test.
Os autores constataram que dentre as espécies do género Prevotella, a
resisténcia a penicilina era pequena, exceto para as cepas de Prevotella bivia e
Prevotella buccae. A clindamicina mostrou-se bastante eficaz frente as bactérias
desse género, enquanto que a resisténcia a tetraciclina e a eritromicina foi
freqUente, especialmente para cepas de Prevotella bivia e Prevotella disiens. Ao
testar a suscetibilidade das cepas ao metronidazol, diferengas importantes foram
verificadas dependendo do método empregado. Das cepas sensiveis ao
metronidazol quando a diluicdo em Agar foi realizada, 11,3% delas demonstrou-se
resistente no E-test. Segundo os autores, ndo se sabe ainda qual a razdo desse
fato, mas sugerem que possa estar associado a formacao de algum composto do
metronidazol que é dependente da auséncia do oxigénio, uma vez que 0
medicamento presente no método E-test seria mais afetado pelo oxigénio que

aquele diluido no Agar.

Kuriyama et al. (2000) avaliaram a suscetibilidade antimicrobiana e
incidéncia e producao de beta-lactamase para cepas de bacilos anaerobios Gram-
negativos em infec¢gdes odontogénicas. Cerca de 35,6% das espécies de
Prevotella pigmentadas e 31,9% das Prevotella ndo-pigmentadas eram produtoras
de beta-lactamases. Cepas bacterianas pertencentes as espécies Porphyromonas
e Fusobacterium nao foram positivas para este teste. Os antibidticos beta-
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lactamicos foram efetivos frente a Porphyromonas spp e Fusobacterium spp. A
eritromicina teve uma baixa atividade frente as Prevotella ndo-pigmentadas e a
Fusobacterium spp. O metronidazol e a clindamicina foram eficazes contra todas

as espécies testadas.

Letournel-Glomaud et al. (2003) demonstraram através do método E-
test a suscetibilidade de 194 cepas de anaerdbios isolados de amostras clinicas
de infeccbes humanas e concluiram que ha uma grande porcentagem delas
resistente a benzilpenicilina, mas sensiveis a amoxicilina associada ao acido
clavulanico. No entanto, o metronidazol foi efetivo contra todas as cepas testadas,
exceto bacilos positivos ndo-formadores de esporos tais como Propionibacterium
acnes e cerca de 45% das cepas de Parvimonas micra.

Santos et al. (2002) determinaram através do método de diluicdo em
agar, a suscetibilidade de cepas de Prevotella intermedia/nigrescens isoladas de
bolsas periodontais a seis agentes antimicrobianos. Os autores observaram que
todas as cepas de Prevotella intermedia/nigrescens foram suscetiveis a penicilina
G, eritromicina, meropenen, metronidazol e tetraciclina. No entanto, 37% das

cepas foram resistentes a clindamicina.

Ao estudarem a microbiota de abscessos periapicais e sua
suscetibilidade aos agentes antimicrobianos freqlentemente prescritos em
Odontologia, Baumgartner & Xia (2002) observaram que 15% das bactérias foram
resistentes a penicilina V, 55% ao metronidazol, 9% a amoxicilina, 4% a
clindamicina e nenhuma a amoxicilina/acido clavulanico. Quando foi empregada a
associacao penicilina V + metronidazol e amoxicilina + metronidazol, indices de
suscetibilidade de 93% e 99% foram obtidos, respectivamente. Assim, sugeriu-se
que a associacao de antibidticos beta-lactamicos ao metronidazol continua sendo
eficaz clinicamente, mesmo quando se tem altas taxas de resisténcia ao

metronidazol.

Léivukene & Naaber (2003) correlacionaram o desenvolvimento de

resisténcia bacteriana em microrganismos anaerdbios ao consumo de diferentes
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agentes antimicrobianos na Esténia, no periodo compreendido entre 1999 e 2001.
A resisténcia ao metronidazol nao foi observada em bactérias Gram-negativas
apesar do alto consumo desta droga. No entanto, altas taxas de resisténcia a
clindamicina foram constatadas embora esse farmaco fosse pouco prescrito.
Cerca de 48,8% de bactérias do grupo do Bacteroides fragilis, 22,7% de
Fusobacterium spp., 37,5% de Porphyromonas spp., 62,7% de Prevotella spp.,
18,6% de Peptostreptococcus spp., € 18,2% dos demais bacilos Gram-positivos
eram produtores de B-lactamases. Nao foi observada correlagéo positiva entre as
alteracées no consumo de antibidticos e o desenvolvimento de resisténcia no
periodo de trés anos. As possiveis explicacdes para esse fato seriam que a
pressao seletiva sobre os microrganismos promovida pelos antibiéticos € lenta, e
que a origem dos microrganismos que causam infec¢des anaerdbicas é do préprio
hospedeiro e ndo do ambiente externo. Os autores sugerem também que o
monitoramento local do desenvolvimento de resisténcia € uma referéncia
importante para uma adequada prescricdo de agentes antimicrobianos, de acordo

com as caracteristicas geograficas regionais.

Sousa et al. (2003) avaliaram a suscetibilidade de microrganismos
anaerdbios isolados de canais radiculares de dentes associados a abscessos
periapicais frente aos antibiéticos penicilina G, amoxicilina, amoxicilina + acido
clavulanico, metronidazol, clindamicina, eritromicina e azitromicina. Todas as
cepas de Prevotella intermedia/nigrescens, Parvimonas micra e Fusobacterium
nucleatum foram sensiveis aos agentes antimicrobianos. Apenas 36,4% das cepas
de Fusobacterium necrophorum foram resistentes a eritromicina. Todos o0s
isolados ndo foram capazes de degradar o substrato nitrocefin e forneceram
resultado positivo ao teste de producgéo de beta-lactamases.

Chan & Chan (2003) constataram que a microbiota das infecgbes
odontogénicas é constituida principalmente por anaerdbios facultativos Gram-
positivos e anaerdbios estritos Gram-negativos. Foram testadas diversas
concentragdes de antibidticos presentes nas fitas de E-test frente aos isolados

clinicos e observaram-se altas taxas de sensibilidade a clindamicina para os
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microrganismos anaerdbios, exceto Eikenella corrodens. A amoxicilina e a
associacdo amoxicilina/acido clavulanico foram bastante efetivas frente a
Fusobacterium nucleatum (88,6% e 91,4%), Prevotella intermedia (86,2% e
96,6%) e Porphyromonas gingivalis (95,7% e 95,7%). Dentre os antibi6ticos com
maiores taxas de resisténcia encontra-se a eritromicina, com valores de 48,6%
para Fusobacterium nucleatum; 55,2% para Prevotella intermedia; 55,6% para
Parvimonas micra; e, 43,4% para Porphyromonas gingivalis. Concluiu-se que a
atividade dos antimicrobianos empregados freqlientemente em Odontologia teve

sua acao diminuida frente aos patégenos endodénticos em Taiwan.

Em 2007, Kuriyama et al. publicaram um trabalho que demonstrou a
suscetibilidade de 800 isolados clinicos de infeccoes odontogénicas a 13
antibiéticos. Espécies do género Prevotella, Fusobacterium, Porphyromonas e
Peptostreptococcus foram submetidas aos antimicrobianos amoxicilina,
amoxicilina e acido clavulanico, cefaclor, cefuroxima, cefcapena, cefdinir,
eritromicina, azitromicina, telitiromicina, minoxiciclina, levofloxacino, clindamicina e
metronidazol através do método de diluigio em Agar. A partir dos resultados,
observou-se que a amoxicilina pode ser empregada como a droga de primeira
escolha, embora as espécies pertencentes ao género Prevotella demonstrem
baixa suscetibilidade a esses agentes. A amoxicilina + acido clavulanico,
clindamicina e metronidazol sdo alternativas bastante Uteis para o tratamento de

infeccOes dento-alveolares.

Jacinto (2007) analisou a microbiota de canais radiculares com necrose
pulpar e sintomatologia dolorosa, objetivando também quantificar endotoxinas
presentes e avaliar a sensibilidade dos isolados clinicos a agentes antimicrobianos
freqientemente empregados em Endodontia (penicilina G, amoxicilina, amoxicilina
+ acido clavulanico, clindamicina, eritromicina, metronidazol e azitromicina). Todas
as cepas de Parvimonas micra foram suscetiveis aos agentes testados.
Resisténcia a eritromicina foi observada para as cepas de Fusobacterium
nucleatum (30%), Prevotella oralis (12,5%), Fusobacterium necrophorum (26,7%)
e Porphyromonas gingivalis (9%). Prevotella oralis e Porphyromonas gingivalis
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foram suscetiveis aos demais antibidticos testados. As cepas de Fusobacterium
nucleatum foram bastante sensiveis a amoxicilina (100%), amoxilicina + acido
clavulanico (100%), metronidazol (100%), penicilina G (96,7%) e metronidazol
(96,7%). Fusobacterium necrophorum foi suscetivel a amoxicilina (100%),
amoxilicina + &acido clavulanico (100%), metronidazol (93,4%), clindamicina
(86,7%) € penicilina G (86,7%).

Martinho (2007) avaliou a suscetibilidade aos agentes antimicrobianos
em isolados bacterianos provenientes de canais radiculares que nao se
apresentavam com sintomatologia dolorosa espontanea. Verificaram que 100%
das espécies de Peptostreptococcus prevotii, Fusobacterium varium, Prevotella
buccae, Prevotella oralis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella loescheii e
Fusobacterium necrophorum eram suscetiveis a amoxicilina. Resisténcia a
amoxicilina foi observada em P. intermedia (20%), F. nucleatum (25%) e P. micra
(8,43%). Todas as bactérias foram suscetiveis a associagdo amoxicilina/acido
clavulanico. Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia e Porphyromonas
gingivalis foram suscetiveis em 50%, 70% e 75%, respectivamente, a
clindamicina. Benzilpenicilina foi eficaz contra 75% das cepas de
Peptostreptococcus prevotii, 91,66% de Parvimonas micra, 50% de Fusobacterium
nucleatum e 60% das cepas de Prevotella intermedia/nigrescens. Metronidazol foi
eficaz contra 50% das cepas testadas da espécie P. prevotii, 66,66% de P. micra,
70% de P. intermedia/nigrescens e 75% de P. gingivalis.

A microbiota das infeccdes de canais radiculares com necrose pulpar e
de abscessos periapicais agudos tem sido tradicionalmente estudada através dos
métodos de cultura microbiana e recentemente complementada por métodos
moleculares (Munson et al., 2002; Régas et al. 2002b; Jacinto et al., 2003; Sousa
et al., 2003; Gomes et al., 2004; Jacinto et al., 2007; Riggio et al., 2007). Diversas
espécies microbianas cultivaveis, de dificil cultivo e ainda nao cultivadas, além de
clones orais e microrganismos pertencentes ao dominio Archaea sao associados a
tais infecgbes, constituindo comunidades Unicas e complexas (Sakamoto et al.,
2006; Vianna et al, 2006; Jacinto et al, 2007; Saito et al, 2009). O

67



estabelecimento de um abscesso periapical agudo esta condicionado a presenca
de uma infeccdo altamente virulenta no interior dos canais radiculares, que
superou o sistema de defesas do organismo (Torabinejad, 1994). Configura-se
assim uma situagdo impar, com infecgbes em ambientes vizinhos e que
apresentam uma origem correlata. Entretanto, ndo sdo observados na literatura
relatos da descricdo ampla da estrutura e da composicdo da microbiota em
amostras de canais radiculares e abscessos periapicais obtidas de um mesmo
individuo, relacionado ao mesmo elemento dental. A deficiéncia transitéria das
defesas do organismo em conter o processo infeccioso pode gerar situagdes
clinicas complexas (Morse, 1987). O emprego de agentes antimicrobianos é
necessario como auxiliar aos procedimentos locais para a desestruturacdo das
comunidades microbianas, através da descontaminacdo do sistema de canais
radiculares e drenagem do exsudato periapical (Flynn, 2000). Assim, torna-se
necessario determinar a suscetibilidade destes microrganismos, provenientes de
ambos 0s ecossistemas, para que seja possivel guiar as escolhas e determinar os

regimes de prescricao dos antibioticos.

O presente estudo aborda as situagées acima descritas, envolvendo o
estudo das comunidades microbianas em ambos ecossistemas e a suscetibilidade

antimicrobiana de espécies anaerdbias mais freqientemente isoladas.
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3 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Caracterizar as comunidades microbianas presentes em canais
radiculares com necrose pulpar e em abscessos periapicais agudos
relacionados ao mesmo elemento dental através dos métodos da
analise do polimorfismo do comprimento de fragmentos terminais de
restricdo (Terminal-Restriction Fragment Lenght Polymorphism) e

cultura microbiana;

2. Detectar a presencga de microrganismos anaerébios estritos de dificil
cultivo, do género Treponema, e de Enterococcus faecalis através
das técnicas de PCR e/ou Nested PCR;

3. Estabelecer a relagao de similaridade entre os perfis microbianos das
amostras de canais radiculares e abscessos periapicais através do
método de Analise de Agrupamento; e,

4. Comparar in vitro a suscetibilidade antimicrobiana das bactérias
pertencentes aos géneros  Peptostreptococcus,  Prevotella,
Porphyromonas e Fusobacterium isolados de canais radiculares e de

abscessos periapicais através do método de E-test.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DOS INDIVIDUOS

Foram selecionados 20 pacientes que compareceram ao Plantdao de
Urgéncias da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de
Campinas, Piracicaba, Sdo Paulo — Brasil, apresentando dentes com necrose
pulpar, abscesso periapical agudo e edema, relatando dor espontdnea. Os
pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido elaborado de
acordo com as normas do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — UNICAMP — antes de participar da pesquisa (Anexo |
e Apéndice I).

4.2 AsPECTOS CLIiNICOS E RADIOGRAFICOS

Para cada individuo foram anotados: idade, sexo, estado pulpar,
natureza da dor, profundidade da sondagem periodontal, mobilidade, sensibilidade
a percussao horizontal e vertical, sensibilidade a palpacéo periapical, presenca de
edema dos tecidos periapicais, tempo decorrido do inicio do edema, histéria de
antibioticoterapia prévia ou outra medicagdo e os achados radiograficos
detectados na radiografia periapical de diagnéstico, obtida a partir da area em que
a patologia se encontrava situada. Foram anotados os aspectos fisicos do canal
durante a coleta das amostras, tais como canal seco, presencga de exsudato claro,
purulento ou hemorrdgico do canal radicular. Os aspectos clinicos do dente
envolvido, tais como presenca ou nao de caries e restauragdes e a localizacao do

abscesso periapical foram também registrados.

71



Para serem incluidos na pesquisa, os pacientes nao poderiam ter
feito uso de antibidticos num periodo minimo de 3 meses, para nao interferir na
microbiota dos canais radiculares. Da mesma forma, caso nao fosse possivel
realizar isolamento absoluto do campo operatério, casos de impossibilidade de
introducdo do cone de papel no canal radicular até as proximidades do
comprimento aparente do dente na radiografia, e se houvesse exposicao direta da
camara pulpar ou do canal radicular ao meio bucal impossibilitavam a participacao

do individuo na pesquisa.

4.3 COLETA DAS AMOSTRAS

As coletas foram realizadas na Clinica de Especializacdo da FOP-
UNICAMP e as amostras processadas no Laboratério de Microbiologia
Endodéntica da FOP-UNICAMP (Piracicaba, Sao Paulo, Brasil e no Laboratério de
Microbiologia Periodontal “The Ohio State University” (OSU, Columbus, Ohio,
Estados Unidos). Os métodos empregados foram descritos anteriormente por
Gomes et al. (1994a,b; 1996; 2004), Récas et al. (2002a), Riggio et al. (2007) e
Montagner (2009).

4.3.1 Canal Radicular

Para a coleta da amostra do canal radicular, a regiao do elemento
dental envolvido foi anestesiada localmente. Todos os contaminantes coronarios
tais como céries e restauracdes defeituosas foram removidos. O dente envolvido
recebeu polimento coronario e foi isolado com lengol de borracha. A seguir,
aplicou-se o selador de interfaces cianoacrilato (Super Bonder, Loctite, Sao Paulo,
Sao Paulo, Brasil) para evitar infiltracao de saliva e fluido gengival.
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A anti-sepsia do campo operatério foi realizada com swabs esterilizados
umedecidos inicialmente com agua oxigenada 30 v/v, e depois com solucédo de
hipoclorito de sbédio 5,25% por 30 segundos cada. A neutralizagdo destes
compostos foi realizada com solugcdo de tiossulfato de sbédio 5% esterilizado
(Méller, 1966). Através de um swab esterilizado, amostras foram coletadas do

campo operatério para verificar a efetividade da esterilidade do mesmo.

Com a interrupgcao do fornecimento de agua proveniente do equipo, a
irrigacao direcionada a ponta diamantada esférica esterilizada empregada em alta
rotacdo passou a ser realizada com soro fisioldgico esterilizado. Apds a confeccéo
da cavidade de acesso com pontas diamantadas sem extremidade ativa, obteve-

se completo acesso ao canal radicular.

As amostras dos canais radiculares foram coletadas utilizando-se trés
cones de papel estéreis de calibre 20 e conicidade FM (Dentsply, Petrépolis, Rio
de Janeiro). Em casos de dentes multirradiculares, as amostras foram coletadas
do canal mais amplo, de maneira a confinar o exame microbiol6égico em um unico

ambiente ecoldgico.

Os cones de papel foram introduzidos préximo ao comprimento total do
canal radicular determinado na radiografia pré-operatéria, permanecendo em
posicdo por 1 minuto sob fluxo continuo de nitrogénio a fim de preservar a
viabilidade dos microrganismos anaerdbios estritos (Berg & Nord, 1973). Quando
0s canais radiculares estavam secos, 0s mesmos eram umedecidos com soro
fisiolégico, com o objetivo de assegurar uma amostra viavel. Ao serem retirados
do canal, os cones eram introduzidos seqlencialmente em tubos plasticos do tipo
“Eppendorf” com capacidade de 1,5 mL, contendo 1,0mL de meio de transporte
VMGA Il (Apéndice Il). Esta amostra foi imediatamente transportada para o
laboratério de Microbiologia Endodontica da FOP-UNICAMP para processamento,
que ocorreu imediatamente ap6s o término do procedimento clinico, nunca
ultrapassando um periodo de 4 horas, garantindo a viabilidade celular necessaria

para a recuperacao dos microrganismos através da técnica de cultura microbiana.
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Ap6s a coleta das amostras dos canais radiculares, realizou-se o
preparo quimico-mecanico empregando-se a Técnica Cérvico-apical da FOP-
UNICAMP e clorexidina 2% gel associada ao soro fisiolégico esterilizado. Os
canais radiculares receberam medicacao intracanal a base de hidroxido de célcio
e clorexidina 2% gel. Os elementos dentais foram restaurados com uma camada

de material selador temporario e resina composta.

4.3.2 Abscesso Periapical

Apés a realizacdo de complementacdo da anestesia local por bloqueio
regional e desinfeccdo da mucosa oral adjacente ao dente com digluconato de
clorexidina 2%, o0 exsudato do abscesso foi coletado através de aspiragcédo
utilizando uma seringa esterilizada. A puncdo foi realizada no momento que
precedeu a execucao do tratamento do abscesso, que constitui na realizagao de
drenagem cirurgica, envolvendo incisdo com lamina de bisturi, divulsdo dos
tecidos e ordenha manual da colecdo purulenta e instalagdo de um dreno
cirurgico. Uma aliquota de 100pL do exsudato foi transferida para um Eppendorf
contendo 900 uL de VMGA III.

4.3.3 Prescricao de Agentes Antimicrobianos

Os pacientes que apresentavam abscesso periapical agudo e edema
difuso receberam medicacao antimicrobiana 30 minutos antes da realizacdo do
procedimento de drenagem cirurgica. Foi fornecido ao paciente Amoxicilina 1g ou
Clindamicina 300mg quando o paciente relatou episodio prévio de alergia a
antibiéticos beta-lactamicos. Apds o tratamento, prescreveu-se amoxicilina 500mg,
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de 8 em 8 horas, e dipirona 500mg, de 6 em 6 horas, como medicacao pés-
operatéria, durante 3 dias.

4.3.4 Acompanhamento dos Pacientes

Os pacientes foram monitorados apés 24 e 72 horas para observacao
da resolucdo do quadro de dor e infeccdo, para avaliacdo da necessidade de
manutengdo ou ndo da terapia antimicrobiana e também para a remoc¢éo do dreno

cirurgico.

Transcorrido o periodo de 7 dias e observando-se a auséncia de
sintomatologia dolorosa, os canais foram reinstrumentados e obturados através da
técnica de condensacdo lateral e compressdo vertical com condensadores
aquecidos. O procedimento restaurador de cada dente foi realizado com a
colocagcédo de 2mm de Coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil)
na embocadura dos canais radiculares, aplicagcao de acido fosférico 37% por 15
segundos em toda a cavidade, adesivo 3M Singlebond (3M Dental Products, St
Paul, Estados Unidos) e aplicacdo de camadas de resina fotopolimerizavel 2250
(3M Dental Products, St Paul, Estados Unidos).

4.4 CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA DO CANAL RADICULAR E DO ABSCESSO
PERIAPICAL

Apé6s a etapa de coleta das amostras, foram encaminhados para o
laboratdrio dois tubos tipo “Eppendorf” provenientes do mesmo paciente. Um deles
era relativo a coleta do canal radicular, contendo 1 mL de VMGA Il e cones de

papéis, e outro era relativo a coleta do abscesso periapical, contendo 900 uL de
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VMGA Il e 100 pL de exsudato. Para o método de cultura microbiana, foram
subtraidos 50 yL de cada amostra, sendo o restante empregado para as técnicas
moleculares de diagndstico. As amostras iniciais provenientes do canal radicular e
do exsudato periapical receberam o mesmo processamento laboratorial para todas
as técnicas do estudo.

4.4.1 Método de Cultura Microbiana

Os métodos empregados foram descritos previamente por Gomes et al.
(1994a,b; 1996; 2004) e Montagner (2009). Na cabine de anaerobiose, o tubo de
Eppendorf contendo a amostra inicial foi agitado por 60 segundos no agitador (MA
162 — Marconi, Sao Paulo, Brasil) para facilitar a dispersdo dos microrganismos.
Realizou-se diluigbes seriadas a 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000
utilizando-se Fastidious Anaerobe Broth (FAB — Lab M, Bury, UK). Aliquotas de 50
UL da amostra nao diluida e de cada diluicado foram plagqueados em placas pré-
reduzidas contendo meio Fastidious Anaerobe Agar (FAA — Lab M, Bury, UK) +
5% de sangue de carneiro desfibrinado + hemina (1mg/L) + menadiona (1mg/L), e
incubadas em camara de anaerobiose, a 37°C numa atmosfera de 10% H2, 10%
CO2 e 80% N2 até 14 dias, para permitir a detecgcdo de microrganismos de
crescimento mais lento (Apéndice lll). Apdés, 50 pL de cada diluicao foram
dispersos em placas pré-reduzidas contendo meio Agar Brain Heart Infusion (BHI,
Oxoid, Basingstoke, UK) suplementado com sangue de carneiro desfibrinado e
incubadas aerobicamente a 37°C por dois dias, para permitir o crescimento de
microrganismos anaerébios facultativos e aerdbios. Diretamente dos tubos de
Eppendorf contendo VMGA Il com as amostras do canal radicular, foram retirados
100 pL da amostra e inoculados em placas contendo meios seletivos m-
Enterococcus (Difco BD, Sparks, EUA), McConkey Agar (Difco BD, Sparks, MD,
EUA), Sabouraud Dextrose Agar (Difco BD, Sparks, MD, EUA), Mitis-Salivarius
Agar (Difco BD, Sparks, MD, EUA).
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Os periodos e as condicbes de incubacdo para cada meio séo
descritos abaixo:

e FAA + 5% de sangue de carneiro desfibrinado + hemina (1mg/L) +
vitamina K (1mg/L), incubados a 37°C em camara de anaerobiose
por 2, 7 e 14 dias;

e BHI (Difco BD, Sparks, MD, EUA) + 5% de sangue de carneiro
desfibrinado, incubados em estufa microbiolégica a 37°C, por dois
dias para permitir o crescimento de organismos aerobios ou
facultativos;

e Agar m-Enterococcus (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA) para o
isolamento de enterococos, incubadas em aerobiose a 37°C por 2
dias;

e Agar McConkey (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA) para o
isolamento de enterobacteérias, incubadas em aerobiose a 37°C por 2
dias;

e Agar Sabouroud Dextrose (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA), para a
selecao de fungos e leveduras, incubadas aerobicamente a 26°C por
48 horas e a 37°C por mais 7 dias; e,

e Agar Mitis-Salivarius (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA), para a
selecao de Streptococcus spp.

Apoés a incubagado, cada placa foi examinada e os diferentes tipos de
colénia foram subcultivados em placas de FAA + 5% de sangue de carneiro
desfibrinado + hemina (1mg/L) + vitamina K (1mg/L) recém-preparados.

O nuamero de unidades formadoras de colbénia (UFCs) foi determinado a
partir da contagem do numero de colbnias nas placas de FAA de canais
radiculares e abscessos periapicais. Para a obtengdo do numero de UFCs
presentes na amostra por mL (amostra inicial) foi necessario multiplicar por
200.000 ou 20.000.000 o numero de UFCs observadas na contagem das placas,
dependendo da diluicdo realizada. A escolha da placa para contagem de UFCs
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estava relacionada a possibilidade de contar de forma individual o niumero de
UFCs presentes, geralmente visualizado nas diluicdes 10* ou 10°. Ou seja,
quando a diluicdo 10™ foi escolhida, o valor correspondente a essa diluicdo é
10.000 vezes menor que o inicial (1,0 mL). A aliquota plaqueada foi de 50 pL, ou
seja, 20 vezes menor que 1,0 mL. Portanto o fator de multiplicagdo do numero de
UFCs obtido seria 200.000. Entretanto, quando a diluicido 10° foi escolhida, o
valor correspondente a essa diluicdo é 1.000.000 vezes menor que o inicial (1,0
mL). A aliquota plaqueada foi de 50 pL, ou seja, 20 vezes menor que 1,0 mL.
Portanto o fator de multiplicacao do numero de UFCs obtido seria 20.000.000.

A selecao das col6nias para identificacao inicial foi realizada a partir das
diferentes aparéncias no agar, o que é facilitado pela adicdo do sangue. O
reconhecimento morfolégico das col6nias foi feito de acordo com o tamanho, cor,
forma, elevagao, borda, superficie, textura, consisténcia, opacidade, efeito no agar
e efeito no sangue (nenhum, hemolise parcial, hemdlise completa). As col6nias
foram isoladas em duas placas recém-preparadas contendo FAA + 5% de sangue
de carneiro desfibrinado + hemina (1mg/L) + vitamina K (1mg/L) com o objetivo de
determinar os requerimentos gasosos, sendo uma das placas incubada por 2 dias
em estufa microbioldgica e a outra por 3 a 5 dias em camara de anaerobiose.
Estas placas foram comparadas para determinar se os isolados eram anaerdbios
facultativos ou estritos. No segundo isolamento, somente as espécies que
cresceram em anaerobiose foram incubadas em estufa de CO,. Caso néo
houvesse crescimento, estas seriam consideradas anaerdbias estritas (Figura 1).
A morfologia bacteriana foi confirmada apds cada incubacao através da coloracao
de Gram (Figura 2, Apéndice V). Foram realizados entdo os testes
complementares de identificacao (Apéndices V a VIII).
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Figura 1 — Isolamento bacteriano: A) Cultura Primaria: Placa de FAA contendo in6culo
nao-diluido, apés 10 dias de incubacao em cabine de anaerobiose. B) Cultura
Priméria: placa contendo inéculo diluido em 100 vezes. C) Cultura pura de P.
intermedia/nigrescens. D) Detalhe da morfologia macroscépica das coldnias
de P. intermedia/nigrescens.
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O teste de fluorescéncia em luz ultravioleta foi realizado a fim de
identificar presuntivamente as espécies de Porphyromonas, Prevotella
pigmentadas, diferenciando-as de outros microrganismos nao-pigmentados, em
fase inicial de crescimento, ou seja de n&o-pigmentacado, através da reagédo de
coloracdo obtida a partir da fluorescéncia (Figura 3, Apéndice VII). Podem ser
obtidos como resultados desse teste:

e Porphyromonas asaccharolytica ou Porphyromonas endodontalis —

vermelho ou laranja;
e Porphyromonas gingivalis — nao fluorescente;
e Prevotella spp. pigmentadas — vermelho;

e Bacilo Gram-negativo nao-pigmentado — ndo fluorescente, rosa ou

laranja, amarelo;
e Fusobacterium spp — verde;
o Veillonella spp — vermelho;
e Eubacterium lentum — vermelho néo-fluorescente;

e Clostridium difficile e Clostridium innocuum — verde.

O teste da catalase foi realizado utilizando 4gua oxigenada 15% para
diferenciar cocos Gram-positivos aerébios em Staphylococcus spp. (positivos para
o teste) e Streptococcus spp. (negativos para o teste) (Apéndice V).

O teste da oxidase foi realizado para diferenciar bacilos Gram-negativos
em fermentadores de glicose e nao-fermentadores, sendo positivo para os
segundos (Anexo VI). A prova é importante na identificacdo de espécies
pertencentes a Enterobacteriaceae (todas negativas) de bactérias como
Pseudomonas, Aeromonas, Neisseria, Campylobacter e Pasteurella (todas
positivas)
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Figura 2 - Coloragdo de Gram (aumento x100): A) Coco Gram-positivo
(Staphylococcus aureus); B) Coco-bacilo Gram-negativo (Prevotella
intermedia/nigrescens).

Figura 3 — Teste complementar de fluorescéncia sob luz UV.
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Ap6s a realizagdo dos testes complementares, kits de identificacao
foram selecionados para a especiacdo primaria dos organismos isolados,
conforme descrito nos Apéndices VIII e IX. Os kits bioquimicos empregados

foram:

e Rapid ID 32A (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Frangca) para os
bastonetes Gram-negativos e Gram-positivos, anaerdbios obrigatorios;
e API Staph (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Frangca) para os
estafilococos e micrococos (cocos Gram-positivos, catalase positiva);
e APl Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franga) para os
estreptococos (cocos Gram-positivos, catalase negativa);

e Api Candida (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Francga), para fungos e
leveduras;

e RapID NH System (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca), para
Eikenella, Haemophilus, Neisseria e Actinobacillus; e,

e Api 20 E (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Francga), para
Enterobacteriaceae.

4.4.2 Extracao do DNA Microbiano

Para a execucdo das técnicas de Analise do Polimorfismo do
Comprimento do Fragmento Terminal de Restricao (T-RFLP), PCR e Nested PCR
€ necessaria a extracdo do DNA Microbiano contido nas amostras coletadas dos
canais radiculares e abscessos periapicais.

Empregou-se o conjunto para extragdo de DNA de amostras contendo
microrganismos e tecidos QlAamp DNA Micro Kit (QIAGEN, Valencia, Califérnia,
EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante (Apéndice X). As amostras
iniciais foram divididas em trés aliquotas de 300 uL, e cada uma das aliquotas foi
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submetida individualmente aos procedimentos de extracdo de DNA bacteriano.
Em cada amostra, foram adicionados 180 pL do tampao ATL e 20 uL da solugéo
de Proteinase K. Em seguida os tubos foram agitados por 1 minuto e incubados
em banho d’agua a 56°C, por 30 minutos. Adicionou-se entdo 200 uL do tampéo
AL, procedeu-se nova agitacdo por 1 minuto e os tubos foram expostos a
temperatura de 70°C por 10 minutos em banho d’agua.

Para a remocao de impurezas e constituintes lipidicos, adicionou-se
200 pL de etanol. Todo o conteudo do tubo foi transferido para as colunas de
purificagdo contendo microfiltro de silica, fornecidas pelo fabricante. As colunas
foram centrifugadas a 8000 rpm em ultracentrifugas por 1 minuto. O conteudo
liquido no tubo de coleta da parte inferior da coluna foi removido. Este conteudo
correspondia a debris celulares microbianos e componentes do meio de transporte
VMGA 1ll. O DNA microbiano permaneceu aderido ao filtro de silica para lavagens
adicionais com tampdes. Adicionou-se 500 pyL da solucdo de lavagem AWH1, e
executou-se centrifugacao a 8000 rpm, por 1 minuto. O tampéao de lavagem AW2
€ adicionado a parte superior do filtro e o mesmo foi novamente centrifugado
(13000 rpm, 3 minutos). A eluicdo do DNA do microfiltro foi obtida através da
adicao de 100 pL do tampao AE, que foi mantido em contato com o mesmo por 3
minutos, antes da centrifugacao final a 8000 rpm, por 1 minuto, quando se obteve
o DNA microbiano purificado. As etapas acima descritas encontram-se ilustradas
na Figura 4.
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Figura 4 — Extracao do DNA microbiano: A) Amostras clinicas; B) Componentes para lise celular do
conjunto para Extracdo de DNA Quiagen®; C) Primeira incubacdo a 56°C em banho d’agua; D)
Amostras em banho d’agua (2 horas); E) Segunda incubacéo (70°C, 10 min); F) Coluna para extracao
de DNA; G) Filtro contendo membrana de silica para retengdo do DNA; H) Centrifuga para remogéo de
liquidos e lavagem; I) Amostras posicionadas na centrifuga; J) Interior da coluna, contendo residuos
celulares e DNA; L) Residuos celulares coletados para descarte; M) Solugbes para lavagem e
purificacdo do DNA extraido; N) Eluicdo do DNA em tubos; O) DNA extraido, suspenso em solucao
tampéao.



4.4.3 Analise do Polimorfismo dos Fragmentos Terminais de Restricao —
(Terminal Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

A técnica de andlise do polimofismo dos fragmentos terminais de
restricdo € uma técnica de ampla deteccdo empregada para a determinagédo do

namero e diversidade de espécies presentes nas amostras.

Os métodos empregados foram descritos previamente por Fullmer et al.
(2009). Realizou-se uma reacao de PCR utilizando-se o DNA microbiano extraido
empregando-se o0s primers A18 marcado com hexaclorofluoresceina (5’-
TTTGATCCTGGCTCAG-HEX-3') e 317 marcado com carboxifluoresceina (5’-
FAM-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) especificos para a amplificagédo do gene 16S
rRNA, ambos fornecidos por Applied Biosystems (Foster City, Califérnia, EUA).

Foram empregadas as condicbes necessarias para a reagdao de PCR
conforme descrito por Kumar et al. (2005). O volume final da reagéo foi de 50 uL e
continha: 27 pL de agua ultrapura, 5 pL de tampao para reagdao de PCR (10x PCR
Buffer, Foster City, California, EUA), 6 uL de uma solucao de cloreto de magnésio
25mM (Foster City, California, EUA), 5 pupL de uma solugdo de
deoxirribonucleotideos 2mM (Foster City, Califérnia, EUA), 1,25 uL do primer A18
(0,012 pg/ pL), 1,25 uL do primer 317 (0,012 pg/uL), 0,25 uL da enzima Tagq DNA
Polimerase (Foster City, Califérnia, EUA) e 4 uL do DNA microbiano extraido. As
temperaturas e etapas da reacdo de PCR compreenderam 22 ciclos de
desnaturacao (95°C, 1min), anelamento (52°C, 2 minutos) e extensao (72°C, 3
minutos), seguidos de uma elongacao final (72°C, 10 minutos), processadas em

um termociclador (Perkin-Elmer Cetus, Waltham, Massachusetts, EUA).

O produto da reagédo de PCR foi entdo purificado através do conjunto
Qiaquick (Qiagen, Valéncia, Califérnia, EUA), conforme recomendacdes do
fabricante. O produto da reagéo (50 pL) foi misturado a 250 pL de tampao PB e

entdo colocado em uma coluna que contém um filtro de silica. Apés centrifugacéo
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por 1 minuto a 10000 rpm em ultracentrifuga, o conteudo liquido da coluna foi
removido, permanecendo apenas o produto da reacdo aderido ao filtro de silica.
Adicionou-se entdo 750 pL da solucdo de lavagem PE no interior da coluna,
seguido de nova centrifugacdo a 10000 rpm por 3 minutos. Para a remocao do
produto da reacao purificado, adicionou-se no centro da coluna, sobre o filtro, 50
UL do tampé&o de eluicdo EB. A coluna foi reposicionada em um tubo novo, e o
conjunto foi centrifugado a 10000 rpm durante 1 minuto.

O produto da etapa de purificagdo foi submetido a digestao enzimatica
com as enzimas Hhal e Mspl (New England BiolLabs, Ipswich, Maryland, EUA). A
enzima Hhal é capaz de reconhecer sitios especificos, contendo as sequéncias de
bases nitrogenadas 5'...GCG'C...3’ ou 3"...C'GCG...5, clivando-as (local indicado
pelas setas). A enzima Mspl reconhece e cliva os sitios 5..C'CGG...3 e
3'...GGC'C...5", conforme indicado pelas setas. Para a reacdo de digestdo,
empregou-se 10 uL do produto da reacdo de PCR purificado, 2 uL do tampao 1x
NE Buffer (New England Biolabs, Ipswich, Maryland, EUA), 1 uL da enzima Hhal
ou Mspl e 7 uL de agua ultrapura. Todos os procedimentos foram realizados com
imersdao dos frascos em gelo, para evitar degradagdo enzimatica. A placa
contendo 40 reacdes para a enzima Hhal e as 40 reagdes para a enzima Mspl foi
selada e incubada a 37°C em estufa microbiolégica por 3 horas. A partir da reacao
de digestdo, foram produzidos fragmentos de &cidos nucléicos contendo os
fluoréforos, que foram analisados atraves de sequienciamento e determinacédo da

intensidade de fluorescéncia.

Uma quantidade de 10 pL do produto da digestdo enzimatica foi
purificado através do conjunto AMPure beads (Agencourt Bioscience Corporation,
Beverly, Maryland, EUA) de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. 5 uL
do produto purificado foi desnaturado com 10 pL de formamida deionizada e
misturado a 0,2 pyL do padrdo de comprimento GeneScan 1200 LIZ (Applyed
Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA), para fragmentos de acidos nucléicos
que contém entre 20 bp e 1200 bp. O comprimento dos fragmentos foi
determinado através do equipamento AB3730 DNA Analyzer, conforme o padréo
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GeneScan. O numero, o comprimento e a area de cada pico foram determinados
através do software GeneMapper 4.0 (Applyed Biosystems, Foster City, Califérnia,
EUA). As etapas da técnica da andlise do polimorfismo de fragmentos terminais de
restricdo esta ilustrada na Figura 5.
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Figura 5 — Etapas da Técnica de TRFLP: A) Extracdo do DNA microbiano. B)
Reagdo de PCR com primers contendo moléculas fluorescentes. C)
Fragmento de DNA bacteriano amplificado com fluoréforos. D) Digestao dos
fragmentos com enzimas de restrigdo. E) Fragmentos terminais, produtos
da reacgao de digestao.

4.4.4 Técnica de PCR

A técnica de PCR foi empregada para a deteccdo das espécies
Enterococcus faecalis, Filifactor alocis, Fusobacterium nucleatum, Parvimonas
micra, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella

intermedia, Prevotella nigrescens, Prevotella tannerae e Tannerela forsythia, nas
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amostras provenientes de canais radiculares e abscessos periapicais (Apéndice
Xl), de acordo com o descrito por Berber (2009). Foram empregados primers
espécie-especificos, direcionados a regidao do gene 16S rRNA no DNA bacteriano.
As seqUéncias dos oligonucleotideos foram obtidas a partir de referéncias na
literatura.

As reacoes de PCR foram processadas na quantidade total de 25 puL
para cada amostra e continham 2,5 uL de tampéao para reagcdo de PCR (10x
Reaction Buffer, Invitrogen, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 0,5 L de uma mistura
de deoxiribonucleotideos fosfatados (dNTPs, Invitrogen, Sdo Paulo, Sdo Paulo,
Brasil); 1,25 pL de solugéo de cloreto de magnésio (MgCl,, Invitrogen, Sao Paulo,
Sao Paulo, Brasil); 0,75 pL de uma solu¢dao 100 uM de Primer Foward (Invitrogen,
Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 0,75 uL de uma solugéo 100 uM de Primer Reverse
(Invitrogen, Sao Paulo, S&o Paulo, Brasil); 17,625 uL de agua ultrapura livre de
DNAase e RNAase; 0,125 pL da enzima Taq DNA Polimerase (Taq Platinum,
Invitrogen, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil) e 1,5 yL de DNA extraido da amostra

clinica.

As etapas do ciclo de PCR compreenderam uma desnaturagéo inicial
(95°C, 2 min); 36 ciclos de desnaturacao (94°C, 30 seg), anelamento (temperatura
especifica para cada conjunto de primers, 1 min) e extensdo (72°C, 2 min);
seguidos de uma extensdo final (72°C, 10 minutos). As temperaturas de
anelamento foram determinadas a partir da utilizacdo dos primers especificos e de
DNA bacteriano proveniente de cepas padrdao ATCC, que foram submetidos a um
gradiente de temperaturas em termociclador (MJ 96 G, Byocycler
Termocicladores, Curitiba, Parana, Brasil) e também baseadas na literatura de

suporte.

As seqléncias dos nucleotideos, as temperaturas especificas da etapa
de anelamento, o comprimento do fragmento amplificado e a citacao bibliografica
referente a cada primer estéo listadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Seqliéncias, temperatura de anelamento, comprimento do fragmento e referéncia para os nucleotideos utilizados nas

reacoes de PCR.

Espécie Seqliéncia T. de Anelamento (°C)  Fragmento Referéncia
) 5 CCG AGT GCTTGC ACT CAATTG G 3
E. faecalis 68 138 bp Sedgley et al., 2005
5" CTC TTATGC CAT GCG GCATAAAC ¥
5 AAACCCATC TCTGAGTTCTTCTTC 3 ] ]
F. alocis 60 594 bp Siqueira et al., 2003g.
5" ATG CCA ACT TGA CGT TAAAT 3’
] 5AGA GTT TGAATC CTG GCT CAG ¥
P. micra 60 207 bp Conrads et al., 1997.
5ATATCA TGC GAT TCT GTG GTC TC 3’
_ 5 GCT GCA GCT CAA CTG TAG TC 3 o
P. endodontalis 58 672 bp Siqueira et al., 2001b.
5" CCG CTT CAT GTCACCATGTC ¥
S 5 AGG CAG CTT GCC TAG AGT CGG 3’
P. gingivalis 58 404 bp Rocas et al., 2002a.
5 ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT
] ] 5 TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG 3’
P. intermedia 58 575 bp Slots et al., 1995.
5 TCAACATCTCTGTATCCTGCG T3
] 5 ATG AAA CAAAGG TTT TCC GGT AAG 3’
P. nigrescens 58 804 bp Bogen & Slots, 1999.
5" CCC ACG TCT CTG TGG GCT GCGA ¥
5 CTT AGC TTG CTAAGTATGCCG 3 .
P. tannerae 55 550 bp Xia et al., 2000.
5 CAGCTGACTTATACTCCCG ¥
5 TGC TTC AGT AGT TATACCT 3
T. forsythia 56 641 bp Slots et al., 1995.

5 TGC TTC AGT GTC AGT TATACC T 3
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Aliquotas do DNA bacteriano extraido a partir das cepas ATCC e
também aliquotas da agua ultrapura foram empregadas como controles positivo e
negativo, respectivamente. As etapas anteriormente descritas encontram-se
ilustradas na Figura 6.

Figura 6 — Preparo da reacdo de PCR: A) Reagentes empregados para a mistura
da PCR: agua milli-Q, tampéao para enzima Tag DNA Polymerase, Cloreto
de Magnésio, solucao contendo dNTPs, enzima Tagq DNA Polymerase. B)
Primers empregados na reacdo. C) Mistura para reacdo de PCR. D)
Distribuicdo da mistura para a reacao de PCR nos microtubos contendo as
amostras. E) Termociclador.
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A presenca de amplicons especificos em cada amostra para as
sequéncias estudadas foi verificada através de eletroforese em gel de agarose a
1% (Invitrogen, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil) em tampao Trisborato EDTA 10x
diluido (pH 8,0) e corados com brometo de etideo (5 pg/mL, Invitrogen, Brasil).
Para cada gel, foi adicionado um marcador de peso molecular de 100 bp (DNA
Ladder, Invitrogen, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil). As condicbes para eletroforese
foram 120 V, durante 45 minutos. ApGs este periodo, os géis corados em brometo
de etideo foram visualizados sob Iluz ultravioleta em transiluminador. A
documentacgao fotografica foi obtida através do equipamento Image Master-VDS
(Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra). A captura das imagens foi realizada
através do programa LISCAP Image Capture, fornecido pelo mesmo fabricante.
Reacgbes positivas foram determinadas através da presenca de bandas que
apresentavam o comprimento apropriado, de acordo com a Tabela 5. As etapas

acima descritas encontram-se ilustradas na Figura 7.
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Figura 7 — Visualizacao do produto da PCR: A) Adicdo de Brometo de etideo a
agarose. B) Agarose solidificada. C) Mistura do produto de reacdao ao
corante. D) Insercdo das amostras nos pog¢os do gel de agarose. E) Fonte
de eletroforese. F) Cuba de eletroforese. G) Visualizacao do gel e deteccao
da presenca (bandas) ou auséncia da espécie microbiana nas amostras de
canal radicular (E) ou abscesso periapical (A).
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4.4.5. Técnica de Nested-PCR

A técnica de Nested-PCR foi empregada para a deteccdo de espécies
do género Treponemas e do microrganismo Enterococcus faecalis. Foram
estudadas as espécies Treponema amylovorum, Treponema denticola,
Treponema maltophilum, Treponema medium, Treponema pectinovorum,
Treponema socranskii e Treponema vincentii. As condi¢gdes da reagcdo de PCR
bem como as seqiéncias de nucleotideos empregadas nas reagbes de
amplificacao foram descritas previamente por Willis et al. (1999).

A primeira reagdo empregou O primer universal direcionado a
amplificacdo do gene 16S rRNA em sua totalidade, sendo inespecifico para uma
determinada espécie bacteriana. Na segunda reacdo empregou-se 1,5 pL do
produto da reacdo anterior e 0s primers especificos para cada espécie, que
continham sequUéncias de nucleotideos presentes no fragmento anteriormente
amplificado. Para ambas as etapas, o volume total da reacdo foi de 25 pL
contendo 2,5 uL de tampao para reacado de PCR (10x Reaction Buffer, (Invitrogen,
Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 0,5 yuL de uma mistura de deoxiribonucleotideos
fosfatados (ANTPs, (Invitrogen, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 1,25 uL de solucao
de cloreto de magnésio (MgCl,, (Invitrogen, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil); 0,75 uL
de uma solucdo 100 uM de Primer Forward (Invitrogen, Sao Paulo, Sdo Paulo,
Brasil); 0,75 pL de uma solugéo 100 uM de Primer Reverse (Invitrogen, Sao Paulo,
Sao Paulo, Brasil); 17,625 yL de agua ultrapura livre de DNAase e RNAase; 0,125
uL da enzima Tag DNA Polimerase (Taq Platinum, Invitrogen, Sado Paulo, Sao
Paulo, Brasil) e 1,5 uL da amostra clinica (para a primeira rea¢ao) ou do produto
da amplificagdo com o primer 16S rRNA (para a segunda reacao).

As temperaturas e os tempos empregados na reacao de PCR foram:
Desnaturacao inicial (97°C, 1 minuto); 26 ciclos, compreendendo as etapas de
desnaturacao (97°C, 45 segundos), anelamento (temperatura especifica para cada
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conjunto de primer, 45 segundos) e elongamento (72°C, 1 minuto); e, elongamento
final (72°C, 4 minutos).

A Tabela 6 demonstra a sequUéncia dos primers empregados, as
temperaturas de anelamento, a regiao do gene 16S rRNA a ser amplificado e o
comprimento do fragmento gerado apos a reacao de PCR.

A presenca de amplicons especificos em cada amostra para as
sequéncias estudadas foi verificada através de eletroforese em gel de agarose a

1%, conforme descrito em detalhes no item 4.4.4.
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Tabela 6 - Espécies microbianas, primers, posi¢ao do gene 16S rRNA de ligagao do primer, comprimento do
fragmento amplificado e temperatura de anelamento referentes aos nucleotideos utilizados nas reagbes
de Nested-PCR.

Microrganismos Primers (5" — 3') Posicao Fragmento  Anelamento
Universal 16S ribosomal DNA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-1.513 1505 bp 55°C
ACGGCTACCTTGTTACGACTT '
Treponema denticola TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT 193-508 316 bp 60°C
TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA
Treponema amylovorum AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-211 193 bp 54°C

CTCACGCCTTTATTCCGTGAG

G6

Treponema ma/tophllum AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-446 438 bp 54°C
CCTATTGTGCTTATTCATCAGGC

Treponema medium AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-200 192 bp 54°C
CCTTATGAAGCACTGAGTGTATTC

Treponema socranskii GATCACTGTATACGGAAGGTAGACA 179-468 285 bp 53°C

TACACTTATTCCTCGGACAG

Treponema pecﬁnovorum AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-205 194 bp 53°C
ATATATCTCCAACTTATATGACCT

Treponema vincentii AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-201 193 bp 56°C

AATACTTCTTATGAACATTGAGAC




Para a detec¢ao do microrganismo Enterococcus faecalis, foi utilizada a

metodologia descrita por Gomes et al. (2006) para as reagdes de Nested-PCR.

O DNA isolado das amostras clinicas foi inicialmente amplificado com o
conjunto de primers universais para os genes 16S e 23S rRNA 785 e 422
respectivamente. Esta amplificagdo inclui a regiao intergénica da regiao 16S do
DNA ribossomal, o que permite uma verificagdo adicional da especificidade dos
primers, uma vez que o comprimento desta regido é variavel entre as espécies. As
reacOes de PCR foram realizadas com um volume final de 50 plL, contendo 5 pL
de tampao para reagéo de PCR (10x Reaction Buffer, Invitrogen, Brasil); 1,0 uL de
uma mistura de deoxiribonucleotideos fosfatados (dNTPs, Invitrogen, Sdo Paulo,
Sao Paulo, Brasil); 2,5 uL de solucao de cloreto de magnésio (MgCl,, Invitrogen,
Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil); 1,5 pL de uma solugdo 100 uM de Primer Foward
(Invitrogen, Séo Paulo, S&o Paulo, Brasil); 1,5 yL de uma solu¢do 100 uM de
Primer Reverse (Invitrogen, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil); 35,25 uL de agua
ultrapura livre de DNAase e RNAase; 0,25 puL da enzima Taq DNA Polimerase
(Taq Platinum, Invitrogen, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil) e 3 uL da amostra clinica.
Para controle positivo foi empregado uma aliquta de DNA extraido de cepa padrao
de E. faecalis (ATCC 29212) e como controle negativo, foi utilizada apenas a
solugéo da reacdo de PCR sem DNA bacteriano. As amostras foram submetidas a
22 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 42°C por 2 minutos
e extensdo a 72°C por 3 minutos, seguidos de uma extensao final a 72°C por 10
minutos em termociclador (MJ 96 G, Byocycler Termocicladores, Curitiba, PR,
Brasil).

A presenca de E. faecalis foi determinada através de uma segunda
reacao com primer espécie-especifico para o gene 16S rRNA e também um primer
universal, L189, complementar ao gene 23S. As concentracbes e volumes dos
reagentes foram similares as descritas para a primeira reagcao de amplificagdo. No
entanto, foi adicionado a mistura, 3 pL do produto da primeira reagdo como alvo.
Foram realizados entado 27 ciclos que compreendiam desnaturagcdo a 94°C por 1
minuto, 52°C por 2 minutos e 72°C por 3 minutos. Da mesma forma, foram
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empregados o0s controles positivos e negativos, com o objetivo de excluir presenca

de contaminagdo entre as reacoes.

Da mesma forma, a presenca de amplicons especificos em cada
amostra para as seqiéncias estudadas foi verificada através de eletroforese em
gel de agarose a 1%, conforme descrito em detalhes no item 4.4.4.

A Tabela 7 demonstra a regido de ligacao, a sequiéncia e a direcao de
sintese de cada um dos primers empregados nesta etapa.

Tabela 7 — Regiado de ligacao, especificidade, direcao de sintese e seqiéncia dos
primers empregados para a deteccdo de E. faecalis através de

Nested-PCR.
Primers Especificidade Direcao Sequéncia
422 Universal 23S 422 bp — 5 GGAGTATTTAGCTT
Sm785 Universal 16S 785bp — 5’ GGATTAGATACCCTGGTAGTC
ENFE E. faecalis 16S 53 GTCGCTAGACCGCGAGGTCATGA
L189 Universal 23S 5 -3 GGTACTTABATGTTTCAGTTC
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4.5 TESTE DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DOS ISOLADOS DOS CANAIS RADICULARES
— E-TEST

As bactérias anaerdbias estritas do grupo dos Peptostreptococcus
(cocos Gram-positivos); as bactérias produtoras de pigmento negro do género
Porphyromonas e Prevotella, (bastonetes Gram-negativos anaerdbios estritos);
cepas de Fusobacterium nucleatum (bastonetes Gram-negativos anaerobios
estritos); os anaerdbios estritos Gram-positivos Gemella morbillorum e
Propionibacterium propionicum tiveram sua suscetibilidade antimicrobiana testada
através do método do E-test (AB BIODISK, Solna, Suécia). Os agentes
antimicrobianos testados foram: Benzilpenicilina (PG), Amoxicilina (AC),
Amoxicilina + &cido clavulanico (XL), Clindamicina (CM), Eritromicina (EM),
Metronidazol (MZ) e Azitromicina (AZ).

Para preparar o inéculo, apds 24-48 h de incubagdo da espécie
bacteriana em placas de FAA (Fastidious Anaerobe Agar) + sangue desfibrinado
de carneiro, as colbnias bacterianas foram transferidas para o meio liquido
“Fastidious Anaerobe Broth” (FAB) e agitadas, para atingir a turbidez que equivale
ao padrao 1 de McFarland (NEFELOBAC, PROBAC, Séao Paulo, SP, Brasil) para
bactérias anaerdbias estritas, que foi verificado no espectrofotometro (MARCONI,
Sao Paulo, SP, Brasil).

Placas contendo 4 mm de espessura de Brucella Agar (OXOID,
Hampshire, Inglaterra) + 5% de sangue de carneiro desfibrinado, 1% de vitamina
K + 0,5% de hemina (para bactérias anaerdbias estritas) foram utilizadas para o
repique das cepas. A semeadura foi realizada em toda a extensdo da placa,
uniformemente, através de swab esterilizado, umedecido na suspenséo
bacteriana. Apds a secagem das placas (10 a 15 minutos), as fitas de E-test, que
haviam sido previamente removidas do congelador e ja se encontravam a
temperatura ambiente cerca de 20 minutos, foram distribuidas nas placas com o
auxilio de pinga esterilizado para cada substancia a ser testada. O experimento foi

executado em duplicata e sempre em fluxo laminar.
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As placas contendo as bactérias anaerdbias estritas foram
imediatamente incubadas em uma cé&mara de anaerobiose, a 37°C numa
atmosfera de 10% H,, 10% CO, e 80% N,, e a leitura realizada ap6s 24 e 48 h de
incubagédo. Os valores das CIM foram determinados pela leitura no ponto de
interseccdo entre o halo de inibicdo em forma de elipse e a fita do E-test,
considerando o ponto de inibicdo completa de crescimento (Figura 8). O valor de
CIMso e CIMgo correspondem as concentragdes inibitdrias minimas para 50% e
90% dos isolados, respectivamente. De acordo com as recomendagbes do
fabricante, a interpretacdo dos valores das CIMs do E-test em diferentes
categorias de sensibilidade foi realizada seguindo o guia de interpretacao da CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) (Tabela 8).

Tabela 8 — Valores interpretativos dos pontos de corte para determinacao da
suscetibilidade dos microrganismos aos agentes antimicrobianos

testados de acordo com a metodologia estabelecida.

CIM (ug/mL) R
AGENTE ANTIMICROBIANO REFERENCIA
s* I* R*

Penicilina G <0.5 1 22 CLSI 2007
Amoxicilina <4 8 216 CLSI 2007
Amoxicilina + Acido Clavulanico <2 4 =8 CLSI 2007
Clindamicina <2 4 28 CLSI 2007
Metronidazol <8 16 232 CLSI 2007
Azitromicina <2 - - van Winkelhoff et al., 2005.
Eritromicina 4 - - van Winkelhoff et al., 2005.
* S = suscetivel, | = intermediario, R = resistente.
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Figura 8 — Suscetibilidade aos antimicrobianos pelo E-test. A) Placa com
crescimento bacteriano de P. intermedia/nigrescens e fita de
eritromicina, apo6s 48 horas de incubacdo. B) Aumento da figura
anterior, mostrando o ponto de interseccédo (seta) entre o halo de
inibicdo bacteriana e a fita de E-test.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

4.6.1 Caracteristicas das Comunidades Microbianas através de TRFLP

Os dados do comprimento e a area dos picos relativos aos fragmentos
de restricdo gerados foram dispostos em uma planilha de calculo (Microsoft Office
Excell 2007, Microsoft Corporation, Redmont, Washington, EUA) e processados.
Fragmentos com comprimento de picos inferior a 50 unidades fluorescentes foram
excluidos da andlise. As areas dos picos de fluorescéncia foram padronizadas
através da razdo entre o valor unitdrio de cada pico e o total obtido para a
amostra, gerando um valor percentual (Rees et al, 2004). Picos que
apresentavam menos que 1% da area total foram designados como zero, e as
porcentagens dos picos remanescentes foram recalculadas. A média do nimero e
area dos picos gerados pelo conjunto enzima Mspl/ e fluoréforo HEX ou FAM foi
computada para cada amostra, e a partir deles foi gerado o indice de diversidade
de Shannon-Wiener. Determinou-se também o numero de FTR compartilhados
entre amostras pareadas.

A similaridade dos perfis das comunidades microbianas para os pares
de amostras de canal radicular e abscesso periapical foi verificada através do
namero de fragmentos terminais de restricaio compartilhados e pelo indice de
similaridade de Bray-Curtis. Para esta analise, empregou-se 0 programa
EstimateS 8.2.0 (University of Connecticut, Storrs, CT, EUA).

O Teste de Wilcoxon foi utilizado para testar a hipétese nula de que nao
ha diferenga entre o niumero de espécies ou a diversidade das comunidades
microbianas em amostras pareadas de canais radiculares e abscessos periapicais.
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4.6.2 Analise da presenca de espécies microbianas em Canais Radiculares e
Abscessos periapicais através Cultura Microbiana, PCR e Nested-PCR

Os dados coletados foram colocados em uma planilha de calculo
(Microsoft Office Excell 2007, Microsoft Corporation, EUA) e estatisticamente
analisados utilizando-se os programas SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago,
lllinois, EUA). Para todos os testes estatisticos empregados, o nivel de

significancia foi estabelecido em 5%.

A frequéncia da presenca das espécies isoladas através do método de
cultura microbiana ou detectadas através de PCR e Nested-PCR foi determinada
para as amostras de canal radicular e abscesso periapical de um mesmo paciente.

O Teste Exato de Fisher foi empregado para testar a hipétese nula que
nao ha diferenga na ocorréncia de uma mesma espécie bacteriana em amostras

de canais radiculares e abscessos periapicais.

O Teste de McNemar foi empregado para testar a hipétese nula que
ndo ha discordancia entre a sensibilidade dos métodos de cultura microbiana e
PCR para a deteccao de uma mesma espécie nas amostras clinicas.

4.6.3 Similaridade dos perfis de comunidades microbianas através da analise

de conglomerados ou agrupamento

A andlise de agrupamento é uma técnica multivariada que permite a
determinacdo da semelhanca entre grupos de dados, examinando relacbes de
interdependéncia entre todo o conjunto de variaveis. O agrupamento € feito com
base na similaridade ou dissimilaridade dos casos. No presente estudo, o objetivo
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da analise foi classificar os objetos em grupos homogéneos, que tentem a ser

semelhantes entre si, mas diferentes de outros grupos.

O perfil das comunidades microbianas foi tracado a partir da auséncia
ou presencga de espécies, isoladas/detectadas através dos meétodos de cultura
microbiana, PCR e Nested-PCR, gerando um cluster representativo para cada

amostra.

Os resultados foram representados em um gréafico do tipo dendograma.
A leitura do grafico deve ser feita da direita para a esquerda, considerando-se
linhas horizontais que indicam a posi¢cao de similaridade entre os grupos e linhas

verticais, que conectam apenas amostras similares.

A determinagdo do grau de similaridade entre amostras de canais
radiculares e abscessos periapicais agudos foi determinada em uma escala
quantitativa, denominada de coeficiente de agrupamento. Este é obtido a partir do
célculo da distancia com o método Euclidiano entre os clusters (amostras).
Amostras com valores de distancias zero ou préximo a zero consituem um grupo
com alta similaridade e sdo conectadas apenas através de uma barra vertical,
proximo ao zero, na escala do eixo das coordenadas. Estas estdo destacadas com
areas hachuradas sobre a denominagcdo da amostra no dendograma. Amostras
com distancias maiores que zero demonstram maiores niveis de dissimilaridade,
distanciando-se do ponto zero. A determinagdo de grupos de amostras similares
foi realizada através da divisdo dos valores em quartis, sendo as amostras
pertencentes ao primeiro quartil consideradas com maior similaridade (menores
valores de distancia obtida pelo método Euclidiano). Estas foram conectadas por

areas hachuradas no dendograma.
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4.6.4 Suscetibilidade aos Agentes Antimicrobianos (E-test)

Os microrganismos foram classificados em suscetiveis (S),
intermediarios (1) e resistentes (R) de acordo com a CIM do agente antimicrobiano
testado para a cepa. Os indices de suscetibilidade foram determinados de acordo
com as concentragdes inibitérias minimas reportadas por normas do Clinical and

Laboratory Standards Institute — CLSI (2007) e descritas por van Winkenhoff et al.
(2005). Para a determinacdo de CIMsy e CIMgg, todos os valores de CIM obtidos

para cada grupo de microrganismo frente ao mesmo antibiético foram ordenados
do menor ao maior. O valor de CIMsp e CIMgy correspondem as concentracoes
inibitérias minimas para 50% e 90% dos isolados, respectivamente. Caso ocorra a
presenca de um numero par de amostras, o valor da CIMsy corresponde a
mediana dos valores centrais. O valor de CIMgy corresponde a CIM para 90% dos
isolados.

O Teste de Kruskal-Wallis foi empregado para verificar a hipétese nula
de que nao ha diferenca estatisticamente significante entre a efetividade dos

agentes antimicrobianos.

O Teste de Wilcoxon foi empregado para verificar a hipétese nula que
nao ha diferenca entre a sensibilidade das cepas isoladas de canais radiculares ou
abscessos periapicais frente aos agentes antimicrobianos.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

Foram selecionados 20 pacientes que apresentavam dentes com
necrose pulpar e abscesso periapical agudo e edema. A idade média dos
individuos foi 30,5 anos, variando entre 21 e 62 anos, sendo que 5 deles

pertenciam ao género masculino e 15 ao género feminino.

Nenhum dos pacientes relatou ser portador de diabetes ou outra
condicao relacionada a imunossupressao. Quando questionados quanto ao habito
de fumar, 15 pacientes relataram n&o serem fumantes, enquanto que 5 eram

fumantes habituais.

Os elementos dentais avaliados pertenciam ao grupo dos incisivos
(9/20), caninos (2/20), pré-molares (4/20) e molares (5/20). Clinicamente, 50%
estavam restaurados, 35% apresentavam-se com carie dental e apenas 15%

estavam higidos.

Os vinte pacientes relataram dor espontanea, localizada e continua no
momento do atendimento. Cerca de 45% dos pacientes associaram ocorréncia de
dor prévia, anterior a este periodo, no elemento dental em questdo. Quando
questionados quanto ao tempo de duracdo da sintomatologia dolorosa, 9/20
relataram que a dor havia surgido no periodo de até dois dias, em 7/20 o
surgimento ocorreu entre 3 e 5 dias, e apenas 4/20 relataram dores ha mais de 6
dias. As respostas aos testes de percussdo vertical e palpacdo periapical
demonstraram-se positivas em todos os casos. No momento da coleta, 7 canais
estavam secos enquanto que 13 apresentavam-se molhados. Destes, observou-se
exsudacao purulenta (11/13) e sanguinolenta (2/13). Ap6s o0 acesso endoddntico,
verificou-se presenca de odor em 65% dos casos.
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Em relacdo a tumefacdo observada na regidao periapical, 15 casos
apresentavam-se com tumefacéao localizada e apenas 5 estava difusa. Em relacéao
ao tempo, 40% dos pacientes relataram que o inicio do edema havia ocorrido ha 1
dia, 35% ha 2 dias e 25% ha mais que 3 dias.

Ao exame radiogréfico, observou-se que em 6 casos havia aumento do
espaco do ligamento periodontal na regiao periapical e 14 casos estavam
associados com lesao periapical. Os dados encontram-se descritos de forma

detalhada para cada individuo participante da pesquisa no Apéndice XII.

5.2 CARACTERISTICAS DAS COMUNIDADES MICROBIANAS

5.2.1 Analise do Polimorfismo do Comprimento do Fragmento Terminal de
Restricao

O numero de fragmentos terminais de restricao (FTR) gerados apés a
digestdo com a enzima Mspl, que corresponde ao numero de espécies, diferiu
entre os dois marcadores fluorescentes. Para amostras de canais radiculares, 111
FTRs marcados com FAM e 95 FTRs marcados com HEX foram detectados.
Considerando a média de ambos fluor6foros, 103 diferentes espécies foram
encontradas nas amostras provenientes de canais radiculares. Nas amostras
provenientes de abscessos periapicais, um numero menor de espécies foi
observado para os FTRs marcados com FAM e HEX, com uma média de 75,5
FTRs (84 para FAM e 67 para HEX). Nao houve diferenca estatisticamente
significante na variedade de espécies observadas em amostras de canais
radiculares ou abscessos periapicais (Teste de Wilcoxon, p>0.05).

Nenhum fragmento esteve presente em todas as amostras. Um
fragmento marcado com HEX e com comprimento de 274 pares de base esteve

106



presente em 17 amostras de canais radiculares e 18 amostras de abscessos
periapicais. No entanto a grande maioria dos fragmentos esteve presente em
apenas uma amostra (49,7% dos fragmentos detectados em canais radiculares e

34,4% dos fragmentos detectados em abscessos periapicais).

O numero médio de espécies detectado em cada amostra de canal
radicular foi 13,55 (£6,49) e em abscesso periapical foi 12,68 (x7,79). Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre as amostras (Teste de Wilcoxon,
p=0,7017). A Figura 9 demonstra o numero de espécies por amostra de canal
radicular ou abscesso periapical. As amostras pareadas estao conectadas por
linhas.

35
30
25
20
15

10

NuUmero absoluto de espécies

CANAL RADICULAR ABSCESSO PERIAPICAL

Figura 9 — Numero de espécies (fragmentos terminais de restricdo) em 20 pares
de amostras de canais radiculares e abscessos periapicais. Os pares
de amostras estdo conectados por linhas.
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Os valores do indice de diversidade de Shannon-Wiener para as
comunidades bacterianas em canais radiculares e abscessos periapicais foram
similares e ndo se observou diferenca estatisticamente significante entre elas
(Teste de Wilcoxon, p=0,9841). A média do indice para amostras de canais
radiculares foi de 2,647 (+0,506) e para abscessos periapicais foi de 2,650
(x0,675). Os valores individuais de cada amostra estao representados na Figura
10, onde amostras pareadas estdo conectadas através de linhas.

4.5

3.5

2.5

indice de Shannon-Wiener

1.5

CANAL RADICULAR ABSCESSO PERIAPICAL

Figura 10 — indice de diversidade de Shannon-Wiener em 20 pares de amostras
de canais radiculares e abscessos periapicais. Os pares de amostras
estao conectados por linhas.

A Figura 11 demonstra a analise comparativa para o numero de
espécies e o indice de diversidade de Shannon-Wiener em amostras de canais
radiculares e abscessos periapicais quando foram considerados o habito de fumar,
a presenca de dor prévia e as caracteristicas dos exsudatos durante as coletas.
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Observa-se um numero maior de espécies microbianas em canais radiculares dos
pacientes que relataram dor prévia (p=0,0156). Pacientes ndo-fumantes ou que
nao relatavam dor prévia apresentaram comunidades microbianas com um indice

de diversidade de espécies microbianas superior (p<0,05).
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Figura 11 — Distribuicdo do niumero de espécies e indice de diversidade em amostras de canais radiculares (A e B) e
abscessos periapicais (C e D), considerando o habito de fumar, presenca de dor prévia e caracteristicas do
exsudato durante a coleta
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O numero médio de espécies bacterianas compartilhadas por amostras
pareadas de canais radiculares e abscessos periapicais foi de 4,3 e 3,15
considerando os fragmentos marcados pelos fluoréforos HEX e FAM (Teste T,
p=0,1753). A Figura 12 demonstra o numero médio de fragmentos compartilhados

em amostras pareadas, considerando os fluoréforos HEX e FAM.
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Figura 12 - Média do numero de fragmentos compartilhados em amostras
pareadas de canais radiculares e abscessos periapicais, de acordo
com o fluoroéforo empregado.

A Figura 13 apresenta o numero médio de espécies compartilhadas e
indice de similaridade de Bray-Curtis em amostras pareadas de canal e abscesso,
considerando-se os fatores habito de fumar e presenca de dor prévia. Observou-
se que ndo ha diferenga estatisticamente significante entre o nimero de espécies
compartilhadas entre os dois sitios. Entretanto, pacientes fumantes apresentam
uma similaridade maior em suas comunidades microbianas que pacientes nao-

fumantes.
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Figura 13 — Numero médio de espécies compartilhadas e indice de similaridade
de Bray-Curtis em amostras pareadas de canal e abscesso,
considerando-se os fatores habito de fumar e presenca de dor
prévia (*p<0.05).
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5.2.2 Método de Cultura Microbiana

A microbiota de ambos o0s ecossistemas era composta
predominantemente por microrganismos anaerdbios estritos. Microrganismos
anaerobios facultativos corresponderam a apenas 17,5% e 8,9% dos isolados em
amostras de canais radiculares e abscessos periapicais, respectivamente (Figura
14).

B An. Facultativos

An. Estritos

Canal Radicular Abscesso Periapical

Figura 14 — Proporcao de microrganismos anaerdbios estritos e anaerdbios
facultativos isolados em amostras pareadas obtidas de canais
radiculares e abscessos periapicais (n=20).

Em amostras de canais radiculares, foram isolados 96 microrganismos
pertencentes a 36 espécies sendo enquadrados em 24 géneros. Dez bactérias
foram identificadas apenas pelo seu género. Cinquenta e seis microrganismos,
pertencentes a 25 espécies e distribuidos em 18 géneros foram identificados em
amostras de abscessos periapicais. Observou-se um predominio de bacilos Gram-
negativos e cocos Gram-positivos em comunidades microbianas associadas a
canais radiculares e abscessos periapicais (Figura 15). O numero médio de
unidades formadoras de coldnias em amostras de canais radiculares foi 5,4x10°
UFCs e de abscessos periapicais foi 3,6x10° UFCs (p>0,05; Teste ANOVA).

113



100 1

Gram-positivos
90 A

- . .
30 - Gram-negativos
70 A

60 -

61

50 -
40 28
30

33
20 1

10 A A
. [

Bactérias Bacilos Cocos

Ndmero total de microrganismos

100 1
Gram-positivos
90 A
B Gram-negativos
80 A
70
60

50 A

Numero total de microrganismos

40 - 36
30
16
20
10 - . - A0
B

0 -

Bactérias Bacilos Cocos

Figura 15 — FreqUéncia de espécies gram-positivas e gram-negativas e

distribuicao dos tipos morfolégicos quanto a coloracdo de Gram em
canais radiculares (A) e abscessos periapicais (B) em amostras

pareadas.

A totalidade das amostras obtidas do canal radicular apresentou
crescimento microbiano, enquanto que em 6 amostras de abscessos periapicais
ndo foram observadas coldénias microbianas (Figura 16). Os canais radiculares
abrigaram individualmente um maximo de 11 espécies diferentes, com média de
4-6 espécies por canal. O nUmero maximo de espécies isoladas em amostras de
abscessos periapicais foi 7, com média de 2 a 5 microrganismos.

114



M Canal Radicular

6 Abscesso Periapical

NUmero de amostras
w

2
0

>10

Numero de espécies microbianas

Figura 16 — Distribuicdo de microrganismos isolados de canais radiculares e
abscessos periapicais, considerando o numero de espécies e 0

numero de casos clinicos.

As bactérias anaerdbias estavam presentes em 95% dos canais
radiculares estudados, e o0s microrganismos mais freqlentemente isolados
Gemella morbillorum (n=8), Parvimonas micra (n=8), Prevotella buccae (n=6),
Bacteroides ureolyticus (n=5), Prevotella intermedia/nigrescens (n=4) e Prevotella
buccae (n=4) (Tabelas 9 e 10). Bactérias anaerdbias facultativas foram
encontradas em 45% dos canais, principalmente Eubacterium limosum (n=3),
Escherichia coli (n=2) e Actinomyces naeslundii (n=2). Candida albicans foi isolada
em apenas um canal radicular. A presenca simultdnea de anaerdbios estritos e

facultativos foi observada em 40% das amostras.

Setenta por cento das amostras de abscessos periapicais
apresentavam microrganismos anaerdbios estritos enquanto que em 40% delas
foram isolados também microrganismos anaerdbios facultativos. Os
microrganismos mais freqientemente isolados foram Bacteroides ureolyticus
(n=5), Parvimonas micra (n=5), Propionibacterium acnes (n=5), Gemella
morbillorum (n=4) e Clostridium spp. (n=4) (Tabelas 9 e 10)
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Tabela 9 — Freqléncia de microrganismos anaerdbios estritos isolados em
amostras pareadas de canais radiculares e abscessos periapicais
agudos.

Espécie Canal Radicular Abscesso Ambos

Bacilos Gram-Negativos

Prevotella buccae 6 3 1
Prevotella intermedia/nigrescens 4 2 0
Prevotella oralis 4 3 2
Porphyromonas gingivalis 3 1 0
Prevotella disiens 3 2 0
Prevotella spp. 2 0 0
Fusobacterium necrophorum 1 1 0
Fusobacterium nucleatum 1 0 0
Porphyromonas endodontalis 1 1 0
Fusobacterium varium 0 1 0
Prevotella loescheii 0 1 0
Prevotella melaninogenica 0 1 0
Bacilos Gram-Positivos

Bacteroides ureolyticus 5 5 2
Clostridium bifidum 3 0 0
Actinomyces odontolyticus 2 0 0
Clostridium botulinum 2 1 1
Clostridium tyrobutiricum 2 2 1
Bacteroides capillosus 1 0 0
Bifidobacterium spp. 1 0 0
Bifidobacterium adolescentis 1 0 0
Bifidobacterium bifidum 1 0 0
Clostridium spp. 1 4 0
Clostridium acetobutiricum 1 1 0
Clostridium difficile 1 0 0
Clostridium tetanii 1 0 0
Egghertella lenta 1 0 0
Cocos Gram-Negativos

Capnocytophaga spp. 2 1 1
Veillonella spp. 2 0 0
Neisseria spp. 2 0 0
Cocos Gram-Positivos

Gemella morbillorum 8 4 0
Parvimonas micra 8 5 2
Anaerococcus prevotii 4 3 0
Finegoldia magna 4 0 0
Propionibacterium acnes 4 5 1
Propionibacterium propionicum 2 0 0
Peptostreptococcus anaerobius 1 1 0
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Tabela 10 — Freqgléncia de microrganismos anaerobios facultativos e fungo
isolados em amostras pareadas de canais radiculares e abscessos

periapicais agudos.

Espécie Canal Abscesso AMbos
Radicular Periapical

Bacilos Gram-Negativos
Haemophilus parainfluenzae 1 0 0
Pasteurella pneumotropica 0 1 0
Bacilos Gram-Positivos
Eubacterium limosum 3 1 1
Actinomyces naeslundii 2 2 1
Listeria spp. 0 1 0
Cocos Gram-Negativos
Escherichia coli 2 0 0
Stenotrophomonas maltophylia 1 2 0
Cocos Gram-Positivos
Enterococcus faecalis 1 0 0
Staphylococcus epidermidis 1 1 1
Staphylococcus lentus 0 1 0
Fungo
Candida albicans 1 0 0

Onze espécies foram isoladas simultaneamente em amostras de canais
radiculares e abscessos periapicais. P. oralis, P. micra e B. ureolyticus foram
detectadas simultaneamente em dois pacientes cada. Os anaerébios estritos P.
buccae, C. botulinum, C. tyrobutyricum, Capnocytophaga spp., P. acnes e os
facultativos E. limosum, A. naeslundii e S. epidermidis foram detectados

simultaneamente em apenas 1 paciente cada.

Nao foram observadas associagdes estatisticamente significantes entre

espécies e sinais e sintomas relacionados a presencga de abscesso periapical.
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5.3 DETECCAO DE MICRORGANISMOS ANAEROBIOS ESTRITOS E Enterococcus faecalis
ATRAVES DE METODOS MOLECULARES

5.3.1 PCR - Polymerase Chain Reaction

Todas as amostras demonstraram apresentar DNA bacteriano quando o
primer universal direcionado ao gene 16S rRNA foi empregado.

Dentre os primers especificos utilizados, as espécies mais
frequentemente detectadas em canais radiculares através do método de PCR
foram P. endodontalis (11/20), P. nigrescens (8/20), F. alocis (7/20), T. forsythia
(7/20) e P. micra (5/20). Enterococcus faecalis esteve presente em apenas uma
amostra de canal radicular. As espécies Fusobacterium nucleatum, Prevotella

intermedia e Prevotella tannerae nao foram detectadas nas amostras.

As espécies mais freqlientemente detectadas nos exsudatos coletados
de abscessos periapicais foram P. endodontalis (9/20), P. nigrescens (9/20), F.
alocis (7/20), P. tannerae (6/20) e T. forsythia (6/20). Enterococcus faecalis foi
detectado em apenas uma amostra, enquanto que F. nucleatum nao esteve

presente em nenhuma amostra.

A espécie Prevotella tannerae foi mais freqientemente encontrada em
amostras de abscessos periapicais que em amostras de canais radiculares (Teste
de McNemar, p=0,0313).

A presenca concomitante de espécies microbianas em amostras de
canais radiculares e abscessos periapicais de um mesmo paciente ocorreu para
as espécies P. nigrescens (5/20), P. endodontalis (4/20), F. alocis (3/20), T.
forsythia (2/20), P. micra (2/20) e P. gingivalis (1/20).
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A Tabela 11. demonstra a frequéncia de deteccdo das 10 espécies
estudadas através do método de PCR em amostras de canais radiculares e

abscessos periapicais.

Tabela 11 — Frequéncia de espécies microbianas detectadas em amostras
pareadas de canais radiculares (n=20) e abscessos periapicais
agudos (n=20), através do método de PCR.

Espécie Canal Radicular Abscesso Periapical Ambos

Porphyromonas endodontalis 11

Prevotella nigrescens

Filifactor alocis

Tannerella forsythia

N[N W O

Parvimonas micra

W o NN |

—

Porphyromonas gingivalis

Enterococcus faecalis 1

Fusobacterium nucleatum

A O O W [N | O |N O ©

o | O O |O

0
Prevotella intermedia 0
0

»

Prevotella tannerae *

* Diferenca estatisticamente significante (p<0.05, Teste Exato de Fisher).

5.3.2 TeEcNICA DE NESTED-PCR PARA A DETECCAO DE Treponema spp. E

Enterococcus faecalis

Todas as amostras foram positivas para a presenca de DNA bacteriano

conforme observado no produto da primeira reacgao.
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Treponema spp. estiveram presentes em 18 amostras de canais
radiculares e 19 amostras de exsudatos periapicais. As espécies mais
frequentemente detectadas foram T. socranskii (CR=17/20; AP=15/20), T.
denticola (CR=8/20; AP=11/20), seguidos de T. medium (CR=6/20; AP=9/20) e T.
amylovorum (CR=5/20; AP=9/20). T. pectinovorum nao foi detectado em nenhuma
amostra. A Tabela 12 demonstra o numero de Treponemas spp. isolados em
canais radiculares e exsudatos periapicais, e a ocorréncia de uma mesma espécie
simultaneamente nas amostras pareadas de um mesmo paciente. Mais de uma
espécie foi detectada em 9 canais radiculares e 15 amostras de exsudato

periapical.

A espécie Enterococcus faecalis foi detectada em apenas uma amostra

de canais radiculares e nao foi detectada em amostras de abscessos periapicais.

Tabela 12 — FreqUéncia de espécies microbianas detectadas em amostras
pareadas de canais radiculares (n=20) e abscessos periapicais
agudos (n=20), através do método de Nested-PCR.

Espécie Canal Radicular  Abscesso Periapical Ambos
T. socranskii 17 15 12
T. denticola 9 11 7
T. médium 6 8 5
T. vincentii 6 5 3
T. amylovorum 5 9 4
T. maltophilum 1 0 0
T. pectinovorum 0 0 0
E. faecalis 1 0 0

* Diferenca estatisticamente significante (p<0,05, Teste de Fisher).
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O Apéndice Xl ilustra as caracteristicas das comunidades e
distribuicdo dos microrganismos em amostras de canais radiculares e abscessos
periapicais, considerando as técnicas de analise do polimorfismo do comprimento

do fragmento terminal de restricao, cultura microbiana, PCR e Nested-PCR.

5.3.3 Comparacao da Sensibilidade das Técnicas de Cultura Microbiana e
PCR

A técnica de PCR demonstrou ser mais sensivel para a deteccédo de
microorganismos que a técnica da cultura microbiana. O Teste de McNemar foi
empregado para comparar a sensibilidade das técnicas de cultura microbiana e
PCR. Em amostras de canais radiculares, a técnica do PCR demonstrou ser mais
sensivel na detecgcao de P. endodontalis (p=0,0006). Em amostras de abscessos
periapicais, a técnica do PCR também demonstrou ser mais sensivel que a técnica
de cultura microbiana para P. endodontalis (p=0.006), P. nigrescens (p=0,0155), F.
alocis (p=0,0025), T. forsythia (p=0,0101) e P. tannerae (p=0,0101). Um baixo
indice de concordancia na deteccdo das espécies foi observado para as técnicas
de cultura microbiana e PCR. Os dados estao representados na Tabela 13.
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Tabela 13 — Freqliéncia e detecgdo simultdnea de espécies microbianas em
amostras de canais radiculares e abscessos periapicais agudos,
através dos métodos de Cultura e PCR.

Canal Radicular (n=20) Abscesso Periapical (n=20)

Espécie Cultura PCR  Ambos | Cultura PCR  Ambos
P. endodontalis 1 11~ 1 0 9* 0
P. nigrescens' 4 8 2 2 9* 1
F. alocis 0 7 0 0 7* 0
T. forsythia 0 7 0 0 6* 0
P. micra 8 5 1 5 7 3
P. gingivalis 3 3 1 1 3 0
E. faecalis 1 1 0 0 1 0
F. nucleatum 1 0 0 0 0 0
P. intermedia’ 4 0 0 2 4 1
P. tannerae' 0 0 0 0 6* 0

' As espécies P. intermedia, P. nigrescens e P. tannerae ndo podem ser

diferenciadas através do método de caracteriza¢do bioquimica Rapid ID32A.
* Diferenca estatisticamente significante (Teste de McNemar, p<0,05).

5.4 SIMILARIDADE DAS COMUNIDADES MICROBIANAS DE CANAIS RADICULARES E
ABSCESSOS PERIAPICAIS IDENTIFICADAS ATRAVES DOS METODOS DE CULTURA
MicROBIANA E MOLECULARES PELA ANALISE DE CLUSTERS

As Figuras 17 e 18 demonstram o nivel de agrupamento das
comunidades microbianas de canais radiculares e abscessos periapicais
determinadas através do meétodo de cultura. Dentre as 20 amostras de canais
radiculares, 8 constituiram um grande agrupamento e duas um pequeno
agrupamento (Fig. 17). Nas amostras de abscessos periapicais agudos, um
grande agrupamento foi observado para 9 amostras. A maioria das amostras
apresentou acentuado grau de dissimilaridade. As amostras AP-1, AP-3, AP-6,
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AP-7, AP-9 e AP-10 constituiram um grupamento altamente relacionado,
considerando-se os valores obtidos para as distancias Euclidianas (Fig. 18).

RC-2
RC-7
RC-13
RC-S
[ RC-16
RC-6
RC-19
RC-10
RC-8
RC-15
— RC-4
— RC-17
. RC-18
RC-11
T RC-14
RC-12
RC-20
RC-9
RC-3

RC-1

T T T T T T T 1
35 30 25 20 15 10 05 00

Coeficiente de agrupamento

Figura 17 — Dendograma do método de ligacdo completa aplicado aos dados de
presenca e auséncia de espécies microbianas isoladas através do
método de cultura em amostras de canais radiculares (CR). Areas
hachuradas de mesma cor, no interior do gréfico, indicam formagéo
de grupos.
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Figura 18 — Dendograma do método de ligacdo completa aplicado aos dados de
presenca e auséncia de espécies microbianas isoladas através do
método de cultura em amostras de abscessos periapicais (AP)
agudos. Areas hachuradas de mesma cor, no interior do gréfico,
indicam formacao de grupos.

As Figuras 19 e 20 demonstram dendogramas obtidos a partir da
analise de amostras de canais radiculares e abscessos periapicais,
respectivamente, através dos métodos de PCR e Nested-PCR. Em amostras de
canais radiculares, observou-se acentuada similaridade entre duplas de amostras,
nao formando grandes aglomerados. Observa-se um perfil bastante heterogéneo
para as comunidades que integram as amostras, de acordo com a distancia
calculada pelo método Euclidiano (Fig. 19). As comunidades microbianas em
abscessos periapicais demonstraram distribuicdo em 1 grande cluster de amostras
(onde dois grupos apresentaram alta similaridade) e em um pequeno cluster,

constituido pelas amostras AP-2 e AP-3 (Fig. 20).
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Figura 19 — Dendograma do método de ligacao completa aplicado aos dados de
presenca e auséncia de espécies microbianas isoladas através dos
métodos de PCR e Nested-PCR em amostras de canais radiculares
(CR), considerando as espécies selecionadas. Areas hachuradas de
mesma cor, sobre os cdodigos das amostras, demonstram alta
similaridade entre as mesmas.
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Figura 20 — Dendograma do método de ligacao completa aplicado aos dados de
presenca e auséncia de espécies microbianas detectadas através
dos métodos de PCR e Nested-PCR em amostras de abscessos
periapicais agudos. Areas hachuradas de mesma cor, no interior do
gréafico, indicam formacdo de grupos. Areas hachuradas de mesma
cor, sobre os cdédigos das amostras, demonstram alta similaridade
entre as mesmas.

A Figura 21 apresenta os agrupamentos para amostras de canais
radiculares e abscessos periapicais, considerando-se as comunidades
microbianas determinadas através dos meétodos de cultura microbiana, PCR e
Nested-PCR. Apenas o par AP-9 e AP-10 demonstrou formar agrupamento em
todas as técnicas de avaliacao utilizadas. Mesmo nao havendo um nivel de
agrupamento alto entre os clusters, obteve-se uma interpretagdo satisfatéria do
dendograma, devido a nitida distincdo entre os grupos formados. Pode-se
observar uma heterogeneidade na composi¢gédo das comunidades microbianas em

infecgcbes relacionadas de um mesmo individuo e entre os individuos.
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Figura 21 — Dendograma do método de ligacdo completa aplicado aos dados de presenca e auséncia de espécies
microbianas isoladas identificadas por cultura microbiana ou detectadas através dos métodos de PCR e
Nested-PCR em amostras de canais radiculares e abscessos periapicais agudos. Areas hachuradas no interior
do grafico indicam formacdo de grupos. Areas hachuradas sobre os cédigos das amostras demonstram alta
similaridade entre as mesmas.



5.5 SUSCETIBILIDADE AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS (E-TEST)

Foram testadas as suscetibilidades antimicrobianas de 33 isolados de
canais radiculares e 18 isolados de abscessos periapicais pertencentes aos
grupos de Prevotella produtoras de pigmento negro (P. intermedia/nigrescens, P.
loescheii, P. melaninogenica) e de Prevotella nao-produtoras de pigmento negro
(P. buccae, P. disiens e P. oralis) ou pertencentes aos géneros Parvimonas,
Porphyromonas e Fusobacterium.

Em 45% dos casos, observou-se a presenca de ao menos uma cepa
resistente a um ou mais agentes antimicrobianos testados. A Tabela 14 apresenta
as freqléncias de microrganismos detectados e que apresentaram resisténcia aos
agentes antimicrobianos, de acordo com a sua distribuicdo nos 20 casos clinicos
estudados.
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Tabela 14 — Freqiéncia de cepas resistentes isoladas em canais radiculares e
abscessos periapicais de 20 pacientes portadores de necrose pulpar e
abscesso periapical agudo.

Canal Radicular Abscesso Periapical L
Caso Cepas'  Resist.” Antibidtico  Cepas'  Resist.” Antibiético Resisténcia
1 2 0 - 0 0 - Nao
2 5 2 PG 4 1 EM, MZ Sim
3 3 1 EM 0 0 - Sim
4 3 1 AZ 2 1 EM, AZ Sim
5 0 0 - 0 0 - Nao
6 3 0 - 0 0 - Nao
7 3 1 EM, AZ 0 0 - Sim
8 2 0 - 1 1 CM Sim
9 1 0 - 0 0 - Nao
10 3 1 Todos 0 0 - Sim
11 1 0 - 0 0 - Nao
12 0 0 - 1 0 - Nao
13 1 0 - 1 0 - Nao
14 0 0 - 0 0 - Nao
15 1 1 MZ 3 1 EM, MZ, AZ Sim
16 1 0 - 0 0 - Nao
17 1 0 - 3 1 PG, EM, AZ Sim
18 1 0 - 2 0 - Nao
19 1 1 PG, EM, MZ 1 1 PG Sim
20 1 0 - 1 0 - Nao
N 33 8 (24,24%) 18 6 (33,33%) 45%

* (1) Cepas = numero total de cepas testadas pertencentes a amostra; (2) Resist. = nUmero de
cepas resistentes a um ou mais antibiéticos; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL =
amoxicilina + acido clavulanico; CM = clindamicina; EM = eritromicina; MZ = metronidazol; AZ =
azitromicina.
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A Tabela 15 e a Figura 22 demonstram o perfil de suscetibilidade aos

agentes antimicrobianos dos microrganismos, independente do género ou do local

onde foram isolados. Amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico e penicilina G

foram os antibidticos mais efetivos, enquanto que maiores niveis de resisténcia

foram observados para eritromicina e azitromicina (Teste de Kruskal-Wallis,

p<0,05).

Tabela 15 — Valores de CIMsy; e CIMgy e suscetibilidade dos microrganismos
géneros
Fusobacterium e Peptostreptococcus isolados de amostras de canais
radiculares e abscessos periapicais (n=51).

pertencentes

aos

Prevotella,

Porphyromonas,

Suscetibilidade

CIM (ug/mL) I R
C|M50 C|Mgo n % n % N %
PG 0.016 24 38 7451 7 13,73 6 11,76 a
AC 0.016 1.5 48 9412 2 3,92 1 1,96 a
XL 0.016 0.5 48 9412 2 3,92 1 1,96 a
CM  0.082 1 48 9412 2 3,92 1 1,96 ab
EM 0.38 256 42 82,35 - - 9 17,65 b
MZ  0.032 256 45 88,24 - - 6 11,76 ab
AZ 0125 4 42 82,35 - - 9 17,65 Db
* Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05); S = suscetivel; | = intermediario; R = resistente; PG = penicilina
G; AC = amoxicilina; XL = amoxicilina + &cido clavulanico; CM = clindamicina; EM =

eritromicina; MZ = metronidazol; AZ = azitromicina.
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Figura 22 — Perfil dos microrganismos isolados quanto a suscetibilidade aos
agentes antimicrobianos testados, em porcentagem.

Observou-se diferenca estatisticamente significante entre os valores de
CIM para as cepas isoladas de canais radiculares ou abscessos periapicais
(Tabela 16). As cepas isoladas dos abscessos periapicais demonstraram valores
inferiores de CIM para amoxicilina, amoxicilina + &cido clavulanico, clindamicina,
eritromicina, azitromicina e metronidazol quando comparadas aquelas isoladas em

canais radiculares (Teste de Wilcoxon, p<0,05).
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Tabela 16 - Comparacao da suscetibilidade das cepas isoladas de canais radiculares e abscessos periapicais em
amostras pareadas frente aos antibio6ticos testados.

Agente Antimicrobiano

Penicilina-G Amoxicilina Amox + Ac.Clav.  Clindamicina  Eritromicina  Azitromicina Metronidazol

Local CR AP CR AP CR AP CR AP CR AP CR AP CR AP

MEDIANA 0.016 0.016 0.016 0.016 0.023 0.016 0.024 0.047 0.50 0.047 0.19 0.047 0.048 0.023
Minima  0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016
1°Quartil 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 256 15 0.023 0.016 256 256 256 256

3° Quartil  0.032 0.079 0.094 0.77 0.086 0.039 0.016 0.016 1.875 1.825 0.06 0.016 0.016 0.016
Méaxima 256 256 256 3 256 0.75 047 0625 256 256 1 0.625 0.25 0.187

Resisténcia b a a b a b a b a b a b a b
p 0,049 0,015 0,03 0,043 0,002 0,003 0,027

* CR = Bactérias provenientes de canais radiculares, AP = Bactérias provenientes de abscessos periapicais; Teste de
Wilcoxon para amostras pareadas; para o mesmo antibiético, mesmas letras em linhas diferentes indicam que nédo ha
diferenga estatisticamente significante (p<0,05); entretanto, a = grupo mais resistente, b = grupo mais suscetivel.
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Todas as cepas do grupo de Prevotella produtoras de pigmento negro
isoladas em canais radiculares foram sensiveis aos agentes antimicrobianos
testados. Entretanto, 33,3% das cepas isoladas de abscessos periapicais foram

resistentes a penicilina G, eritromicina e metronidazol.

As cepas de Prevotella nao-pigmentadas isoladas de canais radiculares
demonstraram valores de CIM superiores frente a peniciina G quando
comparadas as isoladas de abscessos periapicais (Teste de Wilcoxon, p=0,042).

Os antimicrobianos penicilina G, amoxicilina, amoxicilina + acido

clavulanico e clindamicina foram efetivos frente as cepas de Peptostreptococcus.

Todas as cepas do género Porphyromonas isoladas de canais
radiculares e abscessos periapicais foram suscetiveis a amoxicilina, clindamicina e

azitromicina.

Apenas uma cepa de F. nucleatum foi isolada de amostras de canais
radiculares, e demonstrou ser resistente aos antibidticos testados. Entretanto, as
cepas de F. necrophorum isoladas demonstraram ser sensiveis a todos os

agentes antimicrobianos.

Os valores da CIMsy, CIMgy, valores minimo e maximo das
concentragdes para cada espécie, além de sua suscetibilidade estdo descritos nas
Tabelas 17 a 20.
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Tabela 17 — Valores médios de CIMsy e CIMgy e da suscetibilidade das cepas do género Prevotella produtoras de
pigmento negro isoladas em canais radiculares (n=4) ou abscessos periapicais (n=4) frente aos

agentes antimicrobianos.

CIM (pg/mL) Suscetibilidade
Amostra ClIMs, ClIMg, Intervalo S ! R
n % n % n %
PG Canal 0.016 0.016 0.016 — 0.032 4 100 - - - -
Abscesso 0.023 - 0.016 — 256 3 75% - - 1 25%
AC Canal 0.016 0.016 0.016 — 0.094 4 100 - - - -
Abscesso 0.047 - 0.016 -1.5 4 100 - - - -
XL Canal 0.019 0.023 0.016 — 0.032 4 100 - - - -
Abscesso 0.032 - 0.016 —0.25 4 100 - - - -
CM Canal 0.383 0.75 0.016-1.5 4 100 - - - -
Abscesso 0.125 - 0.016 -1.5 4 100 - - - -
EM Canal 0.079 0.094 0.023-0.94 4 100 - - - -
Abscesso 0.047 - 0.016 — 32 3 75% - - 1 25%
A7 Canal 0.064 0.064 0.032-0.125 4 100 - - - -
Abscesso 0.094 - 0.016 —0.125 4 100 - - - -
MZ Canal 0.142 0.094 0.023 -1.0 4 100 - - - -
Abscesso 0.125 - 0.016 — 32 3 75% - - 1 25%
* S = suscetivel; | = intermediario; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL =

amoxicilina + acido clavulanico; CM = clindamicina; EM = eritromicina; AZ = azitromicina; MZ
= metronidazol.
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Tabela 18 — Valores médios de CIMsy; e CIMgy e da suscetibilidade das cepas do género Prevotella nao-
pigmentadas, isoladas em canais radiculares (n=13) ou abscessos periapicais (n=8) frente aos agentes
antimicrobianos.

CIM (pg/mL) Suscetibilidade
Amostra CIM CIM Intervalo S ! R
50 % N % n_ % n_ % P
PG Canal 0.016 1.0 0.016 — 48.0 11 84,6 1 7,7 1 77 A 0.042
Abscesso 0.016 0.125 0.016 —0.0190 8 100 - - - - B ’
AC Canal 0.032 0.094 0.016 —6.0 12 92,3 1 7.7 - - A 0.079
Abscesso 0.016 2.0 0.016 — 3.0 8 100 - - - - A ’
XL Canal 0.023 0.094 0.016 - 3.0 12 92,3 1 7,7 - - A 0058
Abscesso 0.016 0.50 0.016 - 0.75 8 100 - - - - A ’
Canal 0.016 0.50 0.016 -1.0 13 100 - - - - A
CM" pAbscesso 094 256 0016-256 5 625 - - 3 375 A 0323
EM Canal 0.50 2.0 0.016 - 3.0 13 100 - - - - A 0318
Abscesso 0.94 256 0.016 — 256 5 62,5 - - 3 375 A ’
Canal 0.75 1.0 0.016 - 2.0 13 100 - - - - A
AZ " ppscesso 0625 4.0 0016-25%6 6 75 - - 2 250 A 0458
MZ Canal 0.032 0.19 0.016 - 0.25 13 100 - - - - A 0147
Abscesso 0.137 256 0.016 — 256 6 75 - - 2 250 A ’
* S = suscetivel; | = intermediério; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = amoxicilina + acido

clavulanico; CM = clindamicina; EM = eritromicina; AZ = azitromicina; MZ = metronidazol; Teste de Wilcoxon
para amostras pareadas; para o mesmo antibiético, mesmas letas em linhas diferentes indicam que ndo ha
diferenca estatisticamente significante (p<0,05); entretanto, a = grupo mais resistente, b = grupo mais
suscetivel.
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Tabela 19 — Valores médios de CIMsy e CIMgy € da suscetibilidade das cepas do género Parvimonas, isoladas em
canais radiculares (n=9) ou abscessos periapicais (n=4) frente aos agentes antimicrobianos.

CIM (ug/mL) Suscetibilidade
Amostra ClIMsg ClIMgg Intervalo S ! R p
N % n % n %
PG Canal 0.016 0.016 0.016 —0.032 9 100 - - - - A 0172
Abscesso 0.016 0.016 0.016 — 0.064 4 100 - - - - A ’
AC Canal 0.016 0.064 0.016 —0.064 9 100 - - - - A 0.009
Abscesso 0.016 0.016 0.016 — 0.023 4 100 - - - - B ’
XL Canal 0.032 0.094 0.016 —0.094 9 100 - - - - A 0.004
Abscesso 0.016 0.016 0.016 — 0.023 4 100 - - - - B ’
Canal 0.047 0.50 0.016 = 0.75 9 100 - - - - A
CM " Apscesso 0016 0016  0.016-050 4 100 - - - . p 0046
EM Canal 0.50 256 0.016 — 256 7 77,2 - - 2 22,8 A 0003
Abscesso 0.016 0.016 0.016-1.0 4 100 - - - - B ’
A7 Canal 0.25 2.0 0.016 — 256 8 88,9 - - 1 11,1 A 0.006
Abscesso 0.016 0.023 0.016 — 0.064 4 100 - - - - B ’
MZ Canal 0.38 16 0.016 — 16 6 66,6 - - 3 33,3 A 0.003
Abscesso 0.016 0.047 0.016 — 0.50 4 100 - - - - B ’
* 8§ = suscetivel; | = intermediario; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = amoxicilina + acido

clavulanico; CM = clindamicina; EM = eritromicina; AZ = azitromicina; MZ = metronidazol; Teste de Wilcoxon
para amostras pareadas; para o0 mesmo antibiético, mesmas letas em linhas diferentes indicam que nao ha
diferenca estatisticamente significante (p<0,05); entretanto, a = grupo mais resistente, b = grupo mais suscetivel.
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Tabela 20 — Valores médios de CIMsy e CIMgy e da suscetibilidade das cepas do género Porphyromonas, isoladas
em canais radiculares (n=4) ou abscessos periapicais (n=2) frente aos agentes antimicrobianos.

CIM (pg/mL) Suscetibilidade
Amostra ClIMsq ClIMgg Intervalo S ! R
n % n % n %

PG Canal 0.016 24 0.016 — 256 2 50 - - 2 50

Abscesso 0.016 256 0.016 — 256 1 50 - - 1 50
AC Canal 0.016 0.094 0.016 -6 4 100 - - - -

Abscesso 0.016 1.5 0.016 -1.5 2 100 - - - -
XL Canal 0.016 0.064 0.016 -4 3 75 1 25 - -

Abscesso 0.016 0.047 0.016 —0.047 2 100 - - - -
CM Canal 0.016 0.125 0.016 —0.38 4 100 - - - -

Abscesso 0.016 0.094 0.016 — 0.094 2 100 - - - -
EM Canal 0.50 0.75 0.016 — 256 3 75 - - 1 25

Abscesso 0.016 0.046 0.016 — 0.046 2 100 - - - -
A7 Canal 0.016 0.125 0.016 - 0.25 4 100 - - - -

Abscesso 0.016 0.075 0.016 — 0.075 2 100 - - - -
MZ Canal 0.016 0.016 0.016 — 256 3 75 - - 1 25

Abscesso 0.016 0.016 - 2 100 - - - -
* S = suscetivel; | = intermediario; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = amoxicilina + acido clavulanico;

CM = clindamicina; EM = eritromicina; AZ = azitromicina; MZ = metronidazol; Teste de Wilcoxon para amostras pareadas;
para o mesmo antibidtico, mesmas letas em linhas diferentes indicam que ndo ha diferenga estatisticamente significante
(p<0,05); entretanto, a = grupo mais resistente, b = grupo mais suscetivel.
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6 DISCUSSAO

6.1 CARACTERISTICAS DAS COMUNIDADES MICROBIANAS EM INFECCOES ENDODONTICAS
DE CANAIS RADICULARES E ABSCESSOS PERIAPICAIS AGUDOS

A infecgdo presente no interior do canal radicular é a fonte inicial de
microrganismos que atingem os tecidos periapicais, formando o abscesso
periapical agudo (Torabinejad, 1994). Torna-se necessaria a descricdo da
diversidade microbiana e da similaridade dos perfis de amostras pertencentes as
estas infeccoes endoddnticas relacionadas. O emprego de métodos de ampla
detecgcdo, tais como a andlise do polimorfismo dos fragmentos terminais de
restricdo e a cultura microbiana, € adequado para a caracterizagcao abrangente de
amostras provenientes de microbiomas que apresentam uma grande diversidade

populacional.

6.1.1 Técnica do Polimorfismo do Fragmento Terminal de Restricao

A técnica da Andlise do Polimorfismo do Comprimento no Fragmento
Terminal de Restricdo é uma técnica molecular de ampla detecgcédo, nao-seletiva
que enumera taxas microbianas cultivaveis, de dificil cultivo e ainda nao-
cultivaveis, permitindo a comparacao dos perfis de comunidades polimicrobianas
complexas, tais como as encontradas em infecgbes endoddnticas primarias
(Sakamoto et al., 2006; Hommez et al., 2008; Saito et al., 2009). Esta técnica é
baseada no comprimento e na fluorescéncia de fragmentos de restricdo gerados
apoés a digestdo com enzimas de restricao (Marsh, 1999).
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No presente estudo, foram empregados os fluoréforos HEX e FAM
ligados aos primers forward e reverse, respectivamente, durante a reagdo de
amplificacado, previamente a digestdo com a enzima Mspl. Schitte et al. (2008)
relataram que diferentes espécies podem apresentar comprimentos de fragmento
similares, o que poderia produzir a nao-diferenciacdo de espécies que apresentam
similaridade na estrutura do gene 16S rRNA. Avaniss-Aghajani et al. (1996)
relatam que o uso de mais de uma enzima de restricdo e de mais de um corante
fluorescente pode reduzir esse evento. Dessa forma, o numero de
fragmentos/espécies para cada amostra de canal radicular ou abscesso periapical
correspondeu a média aritmética obtida entre a soma do nimero de fragmentos
gerados para cada um dos flouréforos, minimizando a possibilidade de falsas
identificacbes ou mesmo nao-deteccdo de espécies.

Amostras de canais radiculares apresentaram 103 espécies
microbianas diferentes, concordando com os relatos prévios de Sakamoto et al.
(2006) e Saito et al. (2009). Entretanto, o numero de espécies detectadas foi maior
que aqueles obtidos através da técnica de clonagem microbiana, que também
permite a avaliacdo nao-especifica de comunidades microbianas (Dymock et al.,
1996; Jacinto et al., 2007; Riggio et al., 2007). Este fato justifica-se, pois diversas
espécies podem estar presentes em quantidade inferior ao nivel de deteccao do

método de clonagem e sequenciamento.

A distribuicdo das espécies parece ser uUnica em amostras de canais
radiculares e abscessos periapicais em cada individuo, uma vez que nenhum
fragmento de restricdo foi detectado em todas as amostras, mas a maioria foi
observada em uma unica amostra. Este resultado € concordante com estudos
prévios em infec¢des endodénticas agudas que também demonstraram diferentes
perfis microbianos entre amostras (Munson et al.,, 2002; Machado de Oliveira et
al., 2007; Jacinto et al.,, 2007; Saito et al., 2009), com a grande maioria das
espécies detectada em apenas uma amostra. Estes dados sugerem que diferentes
comunidades microbianas podem constituir a base etiolégica da mesma doenca
(Siqueira et al., 2008b; Saito et al, 2009). Estudos adicionais devem ser
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conduzidos para determinar os niveis individuais das espécies em infeccbes de
canais radiculares e periapicais, € a sua relativa importancia no balango de cada
comunidade.

O numero médio de espécies e o indice de diversidade de Shannon-
Wiener para as amostras de canais radiculares e de abscessos periapicais nao
apresentaram diferencga estatisticamente significante. Entretanto, poucas espécies
foram detectadas simultaneamente em amostras pareadas, sugerindo que as
comunidades apresentam composicdo diferenciada. Enquanto que as bactérias
que colonizam o canal radicular estdo protegidas, as bactérias que invadem os
tecidos periapicais estdo sob influéncia constante dos mecanismos de defesa do
organismo (Sakamoto et al., 2006; Siqueira & Rocas, 2009a; Siqueira & Rbcas,
2009b). Pressdes seletivas relacionadas a fatores nutricionais podem influenciar a
composicao da microbiota presente nos dois ecossistemas (Grenier & Mayrand,
1986). Os resultados sugerem a presenca de comunidades microbianas diferentes

em infecgdes relacionadas e que participam de uma mesma doenca.

As infecgbes endodénticas sdo causadas por agentes microbianos
enddgenos, e diferengas estruturais na microbiota oral podem influenciar a sua
composicao. Estudos de Ide et al. (2000) e Haffajee et al. (2004) demonstram que
a microbiota oral de pacientes saudaveis e de lesbes periodontais subgengivais
diferem significantemente de acordo com a localizagcdo geografica. Achados
similares foram relatados por Rbcas et al. (2006a) ao compararem a microbiota de
amostras de abscessos periapicais agudos obtidas em Portland (Oregon, EUA) e
no Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasil). No presente estudo, a analise dos
dados permitiu estabelecer correlagbes entre a composicdo da microbiota das
amostras de canais radiculares e exsudatos de abscessos periapicais agudos ao
habito de fumar e a presencga de episddios de dor prévia.

O fumo é considerado um importante fator de risco para a presenca de
tratamentos endoddnticos na cavidade oral de pacientes. Krall et al. (2006)

demonstraram em uma analise longitudinal que fumantes apresentavam 1,7 vezes
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mais chances de terem realizado tratamento endodontico que ndo-fumantes. Os
resultados do presente estudo demonstraram uma menor diversidade de espécies
em canais radiculares de pacientes fumantes. Zambon et al. (1996) e Van
Winkelhoff et al. (2001) relataram que a composicao da microbiota da placa
subgengival de pacientes fumantes € diferente daquela dos nao-fumantes,
apresentando niveis superiores de P. micra, F. nucleatum, C. rectus, P. gingivalis,
A. actinomycetemcomitans and “B. forsythus’. E possivel que o fumo exerca um
efeito seletivo similar na composigcdo da microbiota dos canais radiculares em
pacientes fumantes, uma vez que a cavidade oral e a placa bacteriana sao as
principais fontes dos microrganismos que estdo presentes nas infecgdes
endoddnticas (Okayama et al., 2005). O fumo pode ainda suprimir funcoes
leucocitarias como quimiotaxia e fagocitose (Sasagawa et al., 1985) que poderiam
favorecer a invasao e colonizacdo dos tecidos pulpar em degeneracdo e 0s

tecidos periapicais.

Pacientes que relataram histéria de dor prévia demonstraram um menor
numero de espécies e uma maior diversidade de espécies que compunham as
comunidades microbianas. Como o indice de diversidade de Shannon-Wiener é
uma medida que considera 0 numero de espécies e a abundancia de cada
espécie, os dados sugerem que pacientes que relataram dor prévia apresentam
um ndamero maior de microrganismos que podem participar da infeccao
endoddntica. Este resultado concorda com Gomes et al. (1996), que
demonstraram que infeccdes endodobnticas primarias sem sintomatologia dolorosa
espontanea apresentam uma microbiota mais complexa, composta por bactérias
anaerdbias estritas e facultativas, sugerindo que o fator tempo pode influenciar na
composicao da microbiota desses ecossistemas.
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6.1.2 Técnica de Cultura Microbiana e Identificacao Bioquimica

O método de cultura microbiana € inespecifico e possibilita a
identificacdo de uma grande variedade de espécies, a determinacdao da
suscetibilidade aos antibidticos e o estudo da fisiologia celular microbiana
(Siqueira & Rocgas, 2005a). Entretanto, uma de suas maiores contribuicbes é a
determinacao da presenga de microrganismos viaveis nas amostras, o que nao &
facilmente realizado através do emprego isolado de métodos moleculares de
diagnéstico, que estudam o gene 16S rRNA.

As infeccoes endoddnticas primarias sado constituidas por interacdes
entre espécies de microrganismos. Estudos sugerem que a presencga ou auséncia
de sintomatologia estd associada as caracteristicas especificas da composicéo
microbiana, tanto qualitativa quanto quantitativamente (Sundqvist, 1976; Yoshida
et al., 1987; Hashioka et al., 1992).

No presente estudo, todas as amostras de canais radiculares
apresentaram crescimento microbiano, concordando com os achados de Jacinto
et al. (2003). Trabalhos anteriores de Keudell et al. (1976) demonstraram
crescimento bacteriano em apenas 64% dos casos, entretanto em 2003, Sousa et
al. relataram que em apenas um caso de infecgdes primarias sintomaticas néo se
observou crescimento microbiano. O emprego de meios de transporte pré-
reduzidos e de meios de cultura enriquecidos favoreceu a recuperagao dos
microrganismos apods a coleta clinica. A observancia destes fatores foi destacada
inicialmente por Morse (1981) e sdo determinantes para que o método de cultura

microbiana seja efetivo.

O crescimento microbiano foi observado em apenas 70% das amostras
de abscessos periapicais. Agentes antimicrobianos foram administrados via oral
para os 6 pacientes que apresentavam abscesso periapical difuso, 30 minutos
antes da realizacdo do procedimento de drenagem cirurgica da colecao purulenta
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(Souza Filho et al, 2002). Destes, apenas 2 amostras nado apresentaram
microrganismos passiveis de cultivo. Ao estudarem abscessos periapicais em
pacientes que tinham utilizado ampicilina por 7 dias antes do procedimento,
Sklavounos et al. (1986) observaram que nao houve alteracdo na composicao
microbiana das amostras quando comparados aos casos onde nao haviam sido
prescritos agentes antimicrobianos. Os autores sugerem que 0s agentes
antimicrobianos ndo parecem ser efetivos nos tecidos alterados pela infecgéo
aguda e nao atingem concentragao inibitéria minima para as cepas presentes no
exsudato  purulento/sanguinolento.  Caracteristicas de  biodisponibilidade,
biodistribuicdo e biotransformacdo também podem afetar as concentracbes do
farmaco no sitio de acao desejado. O tempo necessério para que a dose de 500
mg de amoxicilina atinja concentragées séricas maximas de 6 a 8 pg/mL ¢é de 2
horas apds sua administracao oral (Silva, 2002), tornando restrita a sua acao no
interior da colegao purulenta.

Foram isolados em canais radiculares 96 microrganismos, distribuidos
em 24 géneros e pertencentes a 36 espécies, com uma média de 4 a 6 espécies
por canal radicular. As amostras de exsudatos de abscesso periapicais agudos
abrigavam uma média de 2 a 5 microrganismos, pertencentes a 25 espécies e
distribuidos em 18 géneros. Os resultados sdo concordantes com a literatura ao
indicar que a infec¢cdo endoddntica primaria associada a sintomatologia dolorosa é
polimicrobiana, tanto em canais radiculares (Gomes et al., 1994a; Gomes et al.,
1994b; Jacinto et al., 2003; Sousa et al., 2003) quanto em abscessos periapicais
agudos (Brook et al., 1981; Khemaleelakul et al., 2002; Riggio et al., 2007), e

constituida por um numero limitado de espécies.

A populacdo microbiana dos canais radiculares estudados abrigava
82,5% de cepas anaerbbias estritas e 17,5% de anaerdbios facultativos. Em 95%
dos casos avaliados, estava presente ao menos uma espécie fastidiosa. Jacinto et
al. (2003) relataram que 72% das cepas em casos de infecgbes endoddnticas
primarias sintomaticas eram anaerdbios estritos, e que estes estavam em maior

namero quando comparados as infecgbes assintomaticas. Os microrganismos
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anaerdbios estritos que colonizam o canal radicular infectado s&o residentes no
préprio hospedeiro (Finegold, 1993). As diversas relacoes ecolégicas que se
estabelecem no interior dos canais radiculares ocasionam uma diminuicdo da
tensdo de oxigénio e do potencial de 6xido-reducgao, favorecendo a infec¢ao por
microrganismos anaerdbios estritos (Gharbia & Shah, 1993). A presenca
concomitante de microrganismos facultativos e anaerdbios estritos foi observada
em 40% casos, uma vez que nos demais casos apenas anaerdbios estritos foram
encontrados. Yoshida et al. (1987) e Martinho (2007) sugerem que espécies

facultativas estdo associadas a auséncia de sintomatologia dolorosa espontanea.

A microbiota dos exsudatos coletados a partir de abscessos periapicais
agudos constituia-se de 91,1% de espécies anaerdbias estritas e 8,9% de
facultativos. Os cuidados de assepsia durante a coleta e a evolugédo das técnicas
transporte e cultivo microbiano permitiram o isolamento de altas taxas de
microrganismos anaerobios estritos em amostras de abscessos periapicais
agudos (Aderhold et al, 1981; Von Konow et al.,, 1981). A introdugcdo destes
procedimentos reduziu o numero de casos sem crescimento microbiano em
ambiente laboratorial e também a identificagdo predominante de microrganismos
comensais da pele pertencentes aos géneros Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp (Aderhold et al, 1981). A presenga concomitante de
microrganismos anaerobios estritos e facultativos foi observada em 40% das
amostras e parece ser importante para a instalacdo de infecgbes nos tecidos
periapicais. Sklavounos et al. (1986) sugerem que 0s microrganismos anaerdbios
facultativos preparam o ecossistema e favorecem a instalacdo dos anaerébios

estritos, pois reduzem a concentracao do oxigénio tecidual.

Em amostras de canais radiculares e abscessos periapicais, houve
predominio de cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos, concordando com
os resultados de Sousa et al. (2003), Von Konow et al. (1981) e Riggio et al.
(2007). As endotoxinas, presentes em bactérias Gram-negativas, consistem
primariamente de lipopolissacarideos (LPS) na membrana externa dessas
bactérias (Koneman et al., 2002). Jacinto et al. (2005) demonstraram uma
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correlacdo positiva entre a presenca de endotoxinas bacterianas e o

desenvolvimento de sintomatologia dolorosa.

Parvimonas micra foi uma das espécies mais freqlientemente isoladas
nos canais radiculares e em abscessos periapicais, atraves do método de cultura
microbiana. P. micra é um coco Gram-positivo anaerébio estrito, comumente
encontrado nas mucosas da cavidade oral, intestinos e vagina. Rams et al. (1992)
relataram a sua participagcdo no desenvolvimento de periodontites, sendo
dificilmente isolado em placa bacteriana de individuos saudaveis. Tanabe et al.
(2007) demonstraram, in vitro, a capacidade de componentes da parede celular de
P. micra em induzir vias de sinalizac¢ao intracelular em macréfagos, aumentando a
producado de citocinas, quimiocinas e MMP-9. Gomes et al. (2004) isolaram este
microrganismo em 35% dos casos de infec¢des primarias, e sua presenca esteve
associada a dor. Van Dalen et al. (1998) demonstraram in vitro que a associagao
entre P. micra e diferentes cepas do bacilo Gram-negativo Prevotella intermedia

favoreceu o desenvolvimento de abscessos, tornando-os mais agressivos.

As bactérias produtoras de pigmento negro (BPPN) sao bacilos
anaerébios Gram-negativos que colonizam as mucosas, sendo indigenas da
cavidade oral. Quando cultivados em agar, apresentam a capacidade de produzir
pigmento negro, caracterizado quimicamente como protohemina e protoporfirina
(Shah & Gharbia, 1993). Algumas espécies pertencentes ao género Prevotella nao
séo pigmentadas, tais como Prevotella bivia, Prevotella disiens, Prevotella buccae,
Prevotella bucalis, Prevotella oralis e Prevotella oris. Inicialmente, todas as
espécies de BPPN estavam agrupadas em um unico género, Bacteroides. Shah &
Collins (1988) e Shah & Collins (1990) propuseram sua divisdo, baseando-se em
caracteristicas nutricionais, analises quimicas e bioquimicas. As espécies
sacaroliticas foram agrupadas no género Prevotella, enquanto que espécies
assacaroliticas pertencem ao género Porphyromonas. Ao avaliarem a presenca de
BPPN em infeccdes endoddnticas primarias e secundarias, Gomes et al. (2005)
isolaram essas espécies em 22% e 4% dos casos, respectivamente. Haapasalo et
al. (1986) relataram a presenca freqiente de P. endodontalis e P. gingivalis

146



apenas em casos sintomaticos, enquanto que P. intermedia/nigrescens foi o BPPN

que predominou em casos assintomaticos.

As espécies P. intermedia/nigrescens estiveram presentes em 20% das
amostras de canais radiculares (4/20), concordando com Sousa (2003) e Jacinto
(2007), que isolaram esses microrganismos em 26,7% e 23%, respectivamente,
de casos que apresentavam sintomatologia dolorosa. As taxas de identificacao de
P. intermedia/nigrescens reportadas na literatura em infecgdes endoddnticas
primarias sdo variaveis e esse fato pode estar relacionado as caracteristicas
especificas de cada tipo de infecgdo (Gomes et al., 2005). No presente estudo, P.
endodontalis foi isolada em baixa freqiéncia, mesmo empregando-se métodos
adequados de coleta e processamento das amostras, concordando com o trabalho
de van Winkelhoff et al. (1986). Estes autores associaram as baixas taxas de
isolamento de P. endodontalis a sua extrema sensibilidade a presenca de

oxigénio, mesmo empregando-se técnicas de coleta e cultivo criteriosas.

Prevotella  intermedia/nigrescens,  Porphyromonas  gingivalis e
Porphyromonas endodontalis foram isoladas em poucos casos de abscessos
periapicais agudos no presente estudo, concordando com resultados de Sabiston
et al. (1976), Lewis et al. (1986) e Riggio et al. (2007).

As espécies nao-pigmentadas Prevotella buccae, Prevotella oralis e
Prevotella disiens foram isoladas com grande freqiiéncia dos canais radiculares
estudados. Jacinto et al. (2003) isolaram um maior numero de cepas de Prevotella
em casos sintomaticos que assintomaticos. Para Gomes et al. (2004), isolaram
com menor freqUiéncia Prevotella oralis e Prevotella buccae dos canais radiculares
com infecgé@o primaria e dos canais com insucesso do tratamento endodéntico. No
presente estudo, cepas pertencentes ao género Prevotella foram identificadas em
baixa freqliiéncia nas amostras de abscessos periapicais agudos. Entretanto,
Khemaleelakul et al. (2002) constataram que cepas do género Prevotella

constituiam cerca de 83% das unidades formadoras de colénia em colecdes
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purulentas de abscessos periapicais, com alta incidéncia de Prevotella oralis e
Prevotella buccae.

Gemella morbillorum foi um dos microrganismos mais freqlientemente
isolados, estando presente em 40% dos canais radiculares. Gomes et al. (2008)
observaram freqiéncia similar de deteccao nas amostras de infec¢des primarias,
sendo isolada em 36% das amostras de canais radiculares. La Scolla & Raout
(1998) relataram que esta espécie apresenta comportamento variavel frente ao
oxigénio, podendo ser anaerdbio estrito ou facultativo. Em nosso estudo, todas as
cepas eram Gram-positivas e anaerébias estritas.

No presente estudo, Gemella morbillorum foi identificada em 20% das
amostras de abscessos periapicais agudos. Brouqui & Raoult (2001) salientaram
que espécies do género Gemella sao freqientemente relacionadas a patologias
sistémicas e, devido a dificil caracterizacao fenotipica e bioquimica, sua incidéncia
pode ter sido subestimada. Grande parte dos estudos que descreveram a
microbiota de abscessos periapicais agudos data das décadas de 80 e 90
(Sabiston et al., 1976; Aderholt et al., 1981; Brook et al., 1981; Von Konow et al.,
1981; Oguntebi et al., 1982; Sklavounos et al., 1986; Lewis et al., 1986; Brook et
al., 1991; Brook et al.,, 1996). Devido a sua instabilidade frente a coloragdo de
Gram, as cepas pertencentes ao género Gemella spp. foram previamente
caracterizadas como Neisseria spp. (La Scolla & Raoult, 1998; Akyiama et al,,
2001) ou mesmo estreptococos do grupo viridans. Estes sdo estreptococos a-
hemoliticos, formando hemdlise incompleta no meio de cultura. Pertencem ao
grupo Streptococcus sanguis, S. milleri, S. mitis, S. mutans, S. pneumoniae, S.
salivarius e S. vestibularis. Estudos recente de Khemaleelakul et al. (2002),
empregando cultura microbiana, determinaram uma alta incidéncia de G.

morbillorum em abscessos periapicais agudos.

A espécie Propionibacterium acnes foi isolada em 4/20 amostras de
abscessos periapicais agudos e parece ser um importante patdégeno no
desenvolvimento de infecgdes extrarradiculares. Embora os fatores associados a
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sua patogenicidade néo estejam totalmente esclarecidos, os microrganismos do
género Propionibacterium spp. compartilham caracteristicas de invasibilidade
tecidual similar a dos Actinomyces spp. (Siqueira & Récgas, 2003h). Sunde et al.
(2002) identificaram esta espécie em granulos sulfurosos coletados de lesdes
periapicais cronicas, associadas aos microrganismos Actinomyces israelii, A.
viscosus, A. naeslundii, e A. meyeri , em casos de insucesso do tratamento

endodontico.

Os resultados fornecidos pelos métodos de analise do comprimento do
fragmento terminal de restricdo e de cultura microbiana com identificacao
bioquimica permitiram estabelecer que a estrutura das comunidades microbianas
associadas em infecgbes primarias sintomaticas em canais radiculares e
abscessos periapicais agudos é complexa e heterogénea. Embora algumas
espécies sejam frequentemente identificadas, as infeccobes em ambos
ecossistemas apresentam-se como um grupo de microrganismos distribuidos de
forma aleatéria, ndo constituindo nacleo Unico de espécies. Dessa forma, mais de
uma comunidade microbiana pode estar associada ao estabelecimento de uma
patologia com sinais e sintomas clinicos similares, caracterizada pela presenca de

necrose pulpar, dor espontanea, dor a percussao e edema.

6.2. DETECCAO DE MICRORGANISMOS ATRAVES DE PCR E NESTED-PCR

A infeccdo endodéntica primaria em casos em que a sintomatologia
dolorosa espontanea estd presente € constituida principalmente por
microrganismos anaerdbios estritos, de dificil cultivo, ainda ndo cultivados ou
desconhecidos (Récas et al., 2005a; Sakamoto et al., 2006). A recuperacao de
microrganismos fastidiosos é limitada quando os métodos de cultura microbiana
sao empregados, devido as limitacbes de técnica ou mesmo devido as
caracteristicas celulares, como a pequena quantidade de células ou viabilidade
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dos mesmos (Siqueira & Rbcgas, 2005a), sendo necesséria a associacao de
métodos moleculares de diagnéstico, por exemplo, PCR e Nested-PCR. Os
bacilos anaerdbios produtores de pigmento negro (Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Prevotella tannerae, Porphyromonas gingivalis e
Porphyromonas endodontalis), os fastidiosos Tannerella forsythia e Filifactor
alocis, o Gram-positivo Parvimonas micra e as espiroquetas do género
Treponemas spp. sdo importantes patégenos humanos e ja foram relacionados
aos sinais e sintomas de origem endodéntica (Siqueira et al., 2001a; Rocas et al.,
2002a; Rocas et al., 2003a; Foschi et al., 2005; Gomes et al., 2005; Gomes et al.,
2006a; Gomes et al., 2007). Entretanto, a sua deteccdo em amostras pareadas de

canais radiculares e abscessos periapicais ainda nao foi reportada na literatura.

Dentre os microrganismos anaerobios estritos selecionados para o
estudo através do método de PCR, a espécie Porphyromonas endodontalis foi a
mais frequentemente detectada em amostras de canais radiculares (55% dos
casos) e abscessos periapicais agudos (45% dos casos). As taxas de deteccao
desta espécie sao variaveis. Siqueira et al. (2001b) relataram a presenca de P.
endodontalis em 70% dos casos de abscessos periapicais agudos, enquanto que
Gomes et al. (2005) relataram a sua ocorréncia em 25% das amostras de canais
radiculares com necrose pulpar. Récgas et al. (2002a) observaram uma maior
incidéncia de P. endodontalis em canais radiculares com infeccbes primarias

assintomaticas (57%) que naqueles com infecgdes sintomaticas (31%).

P. gingivalis foi detectada em 15% das amostras de canais radiculares
e em 15% das amostras de abscessos periapicais, entretanto deteccdo simultanea
ocorreu em apenas 5%. Gomes et al. (2005) relatam que P. gingivalis foi
detectada em 38% dos canais radiculares com necrose pulpar, enquanto que
Siqueira et al. (2001b) observaram esta espécie em 40% das amostras de
abscessos periapicais agudos. Taxas similares de deteccao foram reportadas por
Roécas et al. (2002a) quando estas espécies foram estudadas em amostras de
infecgbes endoddnticas primarias sintomaticas e assintomaticas. Os resultados de
Gomes et al. (2007) indicam a relacao de P. gingivalis com infec¢des sintomaticas,
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pois a presenga deste microrganismo em canais radiculares esteve associado a

edema, mobilidade e presenca de abscesso periapical agudo.

Van Winkelhoff et al. (1986) relataram que as espécies do género
Porphyromonas spp. tém a habilidade de inibir a presenca de outros bacilos
produtores de pigmento negro anaerobios, tais como Prevotella spp. Entretanto,
em nosso estudo este fato ndo foi confirmado, pois a presenca concomitante de P.
endodontalis/P. gingivalis e P. intermedia/nigrescens ocorreu em 4 amostras de
canais radiculares e em 8 amostras de abscessos periapicais, conforme
resultados apresentados no ANEXO XIII.

As espécies Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e Prevotella
tannerae nao sao diferenciadas através dos métodos de identificacao bioquimica
(Xia et al, 2000). Em amostras de canais radiculares, apenas a espécie P.
nigrescens foi detectada em 40% dos casos. Entretanto, em amostras de
abscessos periapicais, observou-se taxas de deteccdo de 45% para P. nigrescens,
30% para P. tannerae e 20% para P. intermedia. O predominio de P. nigrescens
em amostras de canais radiculares com necrose pulpar foi observado também por
Bae et al. (1997) e Baumgartner et al. (1999) Entretanto, em abscessos periapicais
agudos, Siqueira et al. (2001b) relataram que P. intermedia foi encontrada em
59% dos casos e P. nigrescens esteve ausente nas amostras. Gomes et al. (2005)
detectaram P. intermedia mais freqientemente que P. nigrescens em amostras de
canais radiculares com necrose pulpar. Os autores também reportam que em
algumas amostras, P. intermedia/nigrescens foi identificada através dos métodos
bioquimicos, mas nao foram detectadas através do Nested-PCR empregando-se
primers especificos. Uma das possiveis explicagcdes seria a menor precisao de
resultados fornecidos pela identificagdo bioquimica, pois espécies como P.
tannerae, que ndo foram incluidas no estudo, poderiam apresentar perfis similares

a P. intermedia/nigrescens.

O microrganismo Filifactor alocis apresenta crescimento lento em seu

isolamento primario e demonstra ser inerte frente a reacdo com substratos durante
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os testes bioquimicos, tornando sua identificacao dificultada. No presente estudo,
F. alocis foi detectado em 35% das amostras de canais radiculares e 35% das
amostras de abscessos periapicais, sendo que em apenas 10% dos casos ocorreu
em ambas infecgbes, de um mesmo paciente. Resultados similares foram
reportados por Siqueira et al. (2003g), que observaram a presenca de F. alocis em
30% das amostras de canais radiculares com necrose pulpar associados a
periodontite apical aguda e em 42,2% de exsudatos de abscessos periapicais.
Altas taxas de detecgéo foram relatadas por Gomes et al. (2006a), principalmente
em infeccoes primarias, estando associado a presenca de dor espontanea,
edema, exsudato purulento em canais radiculares e a presenca de abscessos

periapicais.

Tannerella forsythia € um bacilo Gram-negativo anaerébio
frequentemente detectado em amostras de placa bacteriana obtida em bolsas
periodontais profundas (Rudney et al., 2003). No presente estudo, T. forsythia foi
detectada em canais radiculares (35%) e em abscessos periapicais agudos (30%).
A deteccao simultanea nos dois ecossistemas ocorreu em apenas 10% dos casos.
Embora detectadas em apenas 4% das amostras, Siqueira et al. (2004e) sugerem
a sua associacao ao desenvolvimento de lesdes periapicais crénicas. Gomes et al.
(2006a) relatam que T. forsythia foi isolada em maior freqiiéncia em amostras de
infeccdes endoddnticas primarias do que em secundarias. Gomes et al. (2007)
demonstraram associacao positiva para a deteccao simultanea de T. forsythiae T.
denticola e desenvolvimento de dor espontanea, dor a percussao, dor a palpacao

e edema.

A alta incidéncia dos microrganismos F. alocis e T. forsythia e a sua
associagdo com sinais e sintomas de origem endodéntica reportada em estudos
na literatura (Siqueira et al., 2003g; Gomes et al., 2006a; Gomes et al., 2007),
demonstra a sua importancia como patégenos no desenvolvimento da infecgéo

primaria associada a sintomatologia dolorosa.
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P. micra é um microrganismo anaerodbio estrito freqiientemente isolado
em amostras de infeccoes endoddnticas através do método de cultura microbiana
(Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 2004). Os resultados do presente estudo ndo
demonstram freqiéncias diferenciadas para a presenca de P. micra em amostras
de canais radiculares e abscessos periapicais avaliadas através de cultura
microbiana ou métodos moleculares. Tally et al. (1975) observaram que, mesmo
apds 8-9 horas de exposicao ao oxigénio atmosférico, todas as cepas de P. micra
encontravam-se viaveis, enquanto que apds 72 horas, 63% delas sobreviveram.
Assim, embora sendo anaerbbios estritos, estas cepas nado apresentam
sensibilidade exacerbada a presenca do oxigénio. P. micra foi detectado em 25%
dos canais radiculares e 35% dos exsudatos de abscessos periapicais, € em
apenas 10% de ambas as amostras pareadas. Resultados similares foram
relatados por Siqueira et al. (2003d), onde 25% das amostras de canais
radiculares associados a periodontites apicais agudas e 30% das amostras de
abscessos periapicais apresentavam o microrganismo. A presenca de P. micra em
infecgbes endodbnticas sintomaticas pode estar relacionada ao fato de que esta
espécie favorece a patogenicidade de outros anaerdbios estritos freqientemente
isolados (Sundqvist et al., 1989; Gomes et al., 1994a; Gomes et al., 1994b).

A deteccdao de treponemas em infecgcdes endodbnticas tem sido
realizada através de diferentes métodos, tais como PCR (Rbcas et al., 2003a;
Siqueira & Rocas, 2003e; Foschi et al.,, 2005; Gomes et al., 2007), hibridizacao
DNA-DNA (Régas & Siqueira, 2008; Sassone et al., 2008), “checkerboard’ de
captura reversa (Siqueira & Récgas, 2009c), PCR em tempo real (Ozbek et al.,
2009) e andlise de clones e seqlenciamento génico (Jacinto et al., 2007). Jacinto
et al. (2007) nao detectaram a presenca de espécies de treponemas em amostras
de canais radiculares de dentes que apresentavam abscesso periapical quando o
gene 16S rRNA foi amplificado e clonado. Kumar et al. (2005) relatam que devido
aos baixos niveis de concentragcdo de DNA, resultante do pequeno numero de
células microbianas da espécie presentes na amostra, a presenca de algumas
espécies pode ser subestimada pelos métodos de andlise de clones. O método do
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Nested-PCR foi empregado porque apresenta alta sensibilidade e especificidade
para a detecgdo de espécies microbianas, pois envolve a dupla amplificacdo do
DNA bacteriano, através de reacdes consecutivas, uma inespecifica e outra
especifica (Siqueira & Régas, 2005a; Gomes et al., 2007). Desta forma, esta
abordagem parece ser mais acurada e favorece a deteccao de espécies pouco
abundantes em amostras endodénticas, como descrito previamente por Rbécas et
al. (2003a), Siqueira & Rbcas (2003e), Foschi et al. (2005) e Gomes et al. (2007).

A alta freqiiéncia de deteccdo de treponemas em amostras de canais
radiculares e abscessos periapicais concorda com resultados reportados por
Baumgartner et al. (2003), Rocas et al. (2006a) e Sakamoto et al. (2009). Embora
os resultados indiquem que as espécies T. socranskii e T. denticola predominem
em amostras de infecgbes endodbnticas primarias associadas a sintomatologia
dolorosa, Sakamoto et al. (2009) identificaram diversos clones pertencentes a
esse grupo que nao foram ainda caracterizados. As espécies de treponemas que
colonizam a cavidade oral apresentam fatores de viruléncia que favorecem a sua
participacdo na patogénese de diferentes lesdes orais (Willis et al., 1999), e sédo
capazes de desestruturar os tecidos periapicais e dificultar a acado dos
mecanismos de defesa do organismo (Scott et al., 1996). Associacdes estatisticas
positivas foram detectadas entre os microrganismos T. medium - T. vincentii e
entre a presenca de T. denticola em amostras pareadas de canais radiculares e
abscessos periapicais. Baumgartner et al. (2003) e Rocas et al. (2006a) sugerem
que a detecgcdo simultdnea de mais de um treponema em amostras de canais

radiculares poderia induzir efeitos deletérios aos tecidos periapicais.

No presente estudo, a espécie mais freqlentemente detectada em
amostras de canais radiculares e abscessos periapicais foi T. socranskii. Siqueira
& Robcas (2003f) detectaram este microrganismo em apenas 5/20 amostras de
abscessos periapicais agudos. Caracteristicas celulares dos treponemas, como
mobilidade, favorecem a invasao tecidual e dificultam a acdo de macréfagos. T.
socranskii produz ainda uma enzima que € capaz de degradar a substancia

amorfa do tecido conjuntivo (Scott et al., 1996).
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As espécies detectadas em amostras de canais radiculares foram
detectadas também em abscessos periapicais. Entretanto, as espécies T.
denticola, T. medium e T. amylovorum foram encontradas com maior frequéncia
em amostras de abscessos periapicais. Os tecidos periapicais apresentam
condigdes ambientais e recursos nutricionais mais ricos que o interior dos canais
radiculares, favorecendo a infeccao por treponemas. Entretanto, mesmo com o
emprego de uma técnica sensivel, as concentracoes de DNA destas espécies
poderiam se encontrar em niveis inferiores ao limite de detecgdo da técnica do
Nested-PCR.

Observou-se associacao positiva entre a presenca de T. denticola no
interior dos canais radiculares e nos abscessos periapicais. Baumgartner et al.
(2003), Siqueira & Rocas (2004d) e Foschi et al. (2005) associaram esta espécie a
presenca de abscessos agudos e lesdes periapicais crénicas. Nussbaum et al.
(2009) relatam que T. denticola em monoinfecgbes induz reabsorcbes désseas
através de inducao direta da expressao de citocinas ou pela estimulacdo de
receptores através de seus lipopolissacarideos ou proteinas de membrana. Foschi
et al. (2006) relatam que T. denticola esteve freqlentemente associada a

infecgdes sistémicas, principalmente em pacientes imunocomprometidos.

Poucos estudos relatam a presenca de T. maltophilum e T.
pectinovorum em infecgdes endodénticas (Régas et al., 2003a; Siqueira & Récgas,
2003e; Siqueira & Récas, 2004d). A espécie T. maltophilum foi detectada em
apenas uma amostra de canal radicular e ndo foi detectada em amostras de
abscesso periapical, concordando com os achados de Siqueira & Rbécas (2004d).
T. pectinovorum nao foi detectada nas amostras estudadas. Em canais
radiculares, Rbgas et al (2003a) relatam uma baixa inciéncia desta espécie, que
ocorreu em apenas 9,4% dos casos. Entretanto, Siqueira & Rbdcas (2004d)
observaram esta espécie em 21% das amostras de abscessos periapicais
estudados. Embora baixos niveis de detecg¢do estejam associados a esta espécie,
0 seu potencial patogénico necessita ser elucidado. Em um estudo onde
fibroblastos gengivais humanos foram expostos a diferentes espécies de
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treponemas, Nixon et al. (2000) observaram que as células mortas de T.
pectinovorum foram capazes de duplicar a producao dos mediadores inflamatérios
IL-6 e IL-8.

A deteccao simultdnea de Treponema spp. em amostras pareadas de
canais radiculares e abscessos periapicais sugere o potencial destas espécies em
burlar o sistema de defesa do organismo e se estabelecer em infeccdes dos

tecidos periapicais.

Bactérias do género Enterococcus spp. constituem parte da microbiota
indigena do trato gastro-intestinal e podem causar patologias de dificil manejo
clinico, pois tém demonstrado altos indices de resisténcia (Davies et al., 1973;
Strohl et al., 2004; Paterson, 2006). A sua ocorréncia nos ecossistemas da
cavidade oral pode ser modulada por fatores como a ingestdo de alimentos tais
como queijos e a presenga de dentes com insucesso no tratamento endodéntico
(Engstrom, 1964; Sedgley et al., 2004; Razavi et al., 2007).

No presente estudo, E. faecalis foi isolado através de cultura microbiana
em um canal radicular, e detectado em outro caso atraves das técnicas de PCR e
Nested-PCR, ndo sendo observado em amostras de exsudatos de abscessos
periapicais agudos. As baixas taxas de detecgdo em infecgbes endoddnticas
primarias foram confirmadas por Siqueira et al. (2002b). Entretanto, Gomes et al.
(2006b), empregando Nested-PCR, detectaram o microrganismo em 82% das
amostras de canais radiculares. Resultados similares foram observados por
Foschi et al. (2005), quando 60% dos casos de infecgdes primarias que nao
demonstravam sintomas clinicos de origem endodéntica apresentavam E. faecalis.
Os perfis distintos das infecgées endoddnticas, como a presenga ou auséncia de
sintomatologia dolorosa, podem explicar as diferentes taxas de deteccao o
microrganismo. Foschi et al. (2005) estabeleceram uma correlagdo positiva com
casos de periodontite apical crénica.

Fatores de ordem local tais como contaminagcédo através do manuseio

de instrumentos endodénticos, isolamento absoluto ndo-adequado ou falha no
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selamento coronario entre as sessdes (Cheung et al., 2001; Haapasalo et al.,
1983) podem favorecer o isolamento de E. faecalis em amostras clinicas. Dessa
forma, o tipo de infec¢do e os cuidados com a assepsia do campo operatdrio e dos
instrumentais empregados na terapéutica endoddntica e a adequada desinfeccao
das mucosas previamente a puncdao para coleta dos exsudatos periapicais

justificam a baixa incidéncia desses microrganismos no presente estudo.

A técnica de PCR demonstrou ser mais sensivel para a detecgao dos
microrganismos anaerébios estritos P. endodontalis, P. nigrescens, F. alocis, T.
forsythia e P. tannerae. Um baixo indice de concordancia na detecgdo das
espécies foi observado para as técnicas de cultura microbiana e PCR. Moraes et
al. (2002) estudaram a presenga do microrganismo F. nucleatum em amostras de
canais radiculares e relataram que ndo houve concordancia entre os métodos de

cultura microbiana, PCR e Hibridizacdo DNA-DNA para a sua detecgéo.

A presenca de microrganismos observada no método de PCR e
auséncia de isolamento através de cultura em uma mesma amostra pode ser
justificada pelo numero de células presentes e pela viabilidade das mesmas.
Enquanto que a sensibilidade de deteccdo do método de cultura é de
aproximadamente 10* a 10° células microbianas para uma determinada espécie
usando meios ndo seletivos, e 10° usando meios seletivos, o PCR varia de 10 a
10% células, dependendo da técnica usada. O Nested PCR, empregado no
presente estudo, pode detectar espécies na presenca de 10 células (Zambon &
Haraszthy, 1995; Spratt 2004; Siqueira & Robcas, 2005a). Para que um
microrganismo seja passivel de cultivo, ele deve estar viavel. Entretanto, os
métodos moleculares podem detectar também células microbianas mortas, uma
vez que se baseiam na presenca ou auséncia do gene 16S rRNA (Siqueira &
Récas, 2005a).

A presenca de uma espécie microbiana demonstrada através do
método de cultura microbiana e a sua auséncia de deteccao através de um

método mais sensivel e especifico, como PCR e Nested PCR pode estar
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relacionada a limitacbes de identificacdo através dos métodos bioquimicos
(Gomes et al., 2005). Como exemplo, Woo et al. (2002) relatam que o teste
bioquimico APl 20A sugeriu a presenca da espécie A. naeslundii, com um baixo
indice de confianga (70%), e ap6s o sequenciamento do gene 16S rRNA, o
resultado obtido foi Lactobacillus salivarius.

6.3 SIMILARIDADE DE PERFIS MICROBIANOS EM AMOSTRAS DE CANAIS RADICULARES E
EXSUDATOS PERIAPICAIS EM INFECCOES ENDODONTICAS PRIMARIAS SINTOMATICAS

A andlise de clusters ou agrupamento tem sido utilizada para relacionar
amostras de acordo com a sua similaridade, originando padrdes de comunidades
microbianas que podem ser associados a determinada condicao clinica (Gafan et
al., 2005). Através deste método, Machado de Oliveira et al. (2007) compararam a
microbiota de amostras de abscessos periapicais agudos obtidas nos Estados
Unidos e no Brasil, Siqueira et al. (2008b) avaliaram a similaridade de amostras
obtidas na Noruega e no Brasil, e Saito et al. (2009) observaram a relacao das

comunidades microbianas em infecgbes primarias sintomaticas ou assintomaticas.

Os resultados do presente estudo indicaram que a maioria das
amostras de canais radiculares e abscessos periapicais apresentam perfis
microbianos individualizados, com baixo nivel de agrupamento, concordando com
os relatos de Machado de Oliveira et al. (2007). Este comportamento é diferente
daquele observado em situacao de saude. Costello et al. (2009) relataram que as
comunidades microbianas presentes na cavidade oral de pacientes saudaveis séo
bastante similares, tanto em sitios de um mesmo individuo, quanto em individuos
diferentes. Zaura et al. (2009) ressaltam ainda que um “nucleo central” de

espécies parece ser comum na cavidade oral de individuos saudaveis.

No presente estudo observou-se uma heterogeneidade na composicao
das comunidades microbianas em infec¢des relacionadas de um mesmo individuo
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e entre os individuos. Siqueira et al. (2008b) relataram que, independentemente
da localizacao geografica, ha uma grande variacdo no padrdo de agrupamento
das amostras e a maioria dos clusters apresentaram uma mistura de amostras dos
dois paises. Saito et al. (2009) sugerem que caracteristicas clinicas relacionadas a
dor de origem endoddntica ndo sao produzidas por um unico consoércio ou cluster
especifico de espécies. Assim, os resultados do presente trabalho confirmam a
hipétese de que mais de um perfil microbiano pode estar associado ao
desenvolvimento de infecgcdes agudas em canais radiculares e abscessos
periapicais, em ecossistemas vizinhos e relacionados. Os microrganismos
encontram-se associados em comunidades complexas e a presenca de sinais e
sintomas especificos parece ser resultado de interagbes entre todos seus
membros, independente de sua abundancia.

6.4 SUSCETIBILIDADE DOS ISOLADOS CLINICOS AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

O sistema do E-test € um método de facil realizagdo, e desde sua
introducao (Citron et al., 1991; Brinas et al., 2002) tem sido observada uma
popularizacdo de seu uso tanto por laboratérios institucionais quanto privados
(Goldstein et al., 1992; Goldstein et al., 1995; Goldstein et al., 2008). Este método
traz resultados relevantes quanto a suscetibilidade antimicrobiana, pois ao utilizar-
se de microrganismos viaveis, permite a expressdo dos fatores de viruléncia
bacterianos relacionados a resisténcia. A detecgdo da presengca do gene
relacionado, por si sé, pode nao corresponder a sua atividade, pois varios fatores
sao capazes de regular sua expressao (Madigan et al., 2004).

Os resultados obtidos através do E-test permitem verificar as
concentragdes que inibem o crescimento de 50% e de 90% das cepas (CIMsg e
CIMgy) além de demonstrar o intervalo de variacdo dos valores maximos e

minimos de CIM para cada cepa. De forma indireta, esses dados permitem
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comparacées com estudos prévios, e alteracdes significativas podem sugerir a
diminuigdo da sensibilidade aos agentes antimicrobianos testados. Ao estudarem
microrganismos isolados de infecgdes endoddnticas de uma mesma regido, em
periodos diferentes, Sousa (2003) e Montagner (2009) observaram alteragbes nos
valores de CIM para alguns agentes antimicrobianos. Sousa (2003) relatou que
100% das cepas de Prevotella intermedia/nigrescens foram sensiveis a
clindamicina e a CIMy, foi de 0.125. Montagner (2009) observou que todas as
cepas desta espécie foram também sensiveis a clindamicina, no entanto, o valor
de CIMg, alterou-se para 0.75, aproximando-se ainda mais do valor limite de
suscetibilidade. Demonstrou-se um aumento dos valores de concentragao

inibitéria minima necessarios para inibir o crescimento de 90% das cepas.

Os resultados indicam que 45% dos pacientes selecionados para o
estudo apresentam microrganismos resistentes a pelo menos um dos agentes
antimicrobianos testados. Estudos epidemiol6gicos demonstram uma emergéncia
da resisténcia microbiana em todo o mundo (Chan & Chan, 2003; Al-Haroni &
Skaug, 2007), constatada pela alteragéo nos padrdes de suscetibilidade das cepas
aos farmacos. Embora a resisténcia bacteriana possa ser superada com o
emprego e a fabricacdo de novos farmacos (Medeiros, 1997; Handal & Olsen,
2000; Babic et al., 2006), é importante o conhecimento das caracteristicas da
infeccdo a ser tratada, permitindo assim prescricbes com espectros de acao,

doses, freqléncias e duragdo adequados.

Amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico e penicilina G foram os
agentes antimicrobianos mais efetivos frente aos isolados de canais radiculares e
abscessos periapicais, seguidos de clindamicina e metronidazol. Os maiores
niveis de resiténcia foram observados para eritromicina e azitromicina. As cepas
isoladas de canais radiculares demonstram valores superiores de CIM para
amoxicilina, amoxicilina + &acido clavulanico, clinidamicina, eritromicina,
azitromicina e metronidazol quando comparadas aquelas isoladas de abscessos

periapicais.
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As penicilinas sao as drogas de primeira escolha para o tratamento das
infecgdes orofaciais. A penicilina G € uma penicilina natural e foi empregada neste
estudo como padrdo de comparagdo. Este antibidtico ndo é freqlientemente
prescrito em Odontologia, pois € aplicado através de inje¢ao intramuscular. A
Penicilina G é pouco absorvida quando administrada via oral, pois € degradada
pelo suco gastrico, sendo a Penicilina V a forma de escolha para administragéo
oral (Groppo et al., 2006). Ainda, no Brasil a penicilina V é que é apenas
encontrada comercialmente em comprimidos de 500.000 Ul (DEF 2005/2006), o
gue equivale a sub-dose de 325 mg (Groppo et al., 2006).

No Brasil, a amoxicilina tem sido rotineiramente prescrita como
coadjuvante para o tratamento de infecgdes orofaciais em pacientes que nao
apresentam reagbes alérgicas a esse medicamento. Seu uso clinico esta
relacionado as suas caracteristicas de biodisponibilidade, tais como rapida
absorcao pelo organismo e manutengédo prolongada de niveis séricos, permitindo
intervalos de administracao mais longos (Montgomery, 2000).

A administracdo de amoxicilina associada ao acido clavulanico néo
deve ser rotineiramente empregada no manejo das infec¢des orofaciais. Esta
associacao deve ser utilizada apenas quando nao ha uma resposta adequada as
medidas locais para o tratamento de urgéncia associado a um antibidtico -
lactdmico ou quando se detectou em testes laboratoriais a presenca de bactérias
produtoras de lactamases (Jacinto et al., 2008).

A efetiva agdo do metronidazol frente a microrganismos anaerébios tem
sido frequentemente relatada (Kuriyama et al., 2000; Letornel-Gloumaud et al.,
2003; Sousa, 2003; Jacinto, 2007). Em amostras de canal radicular, 100% das
cepas do género Prevotella foram suscetiveis ao farmaco, contrariando os 75%
observados em amostras de abscessos periapicais. Comportamento oposto foi
verificado para as cepas de Porphyromonas e Peptostreptococcus, onde uma
maior suscetibilidade é observada nas amostras de abscessos periapicais. Como

as infecgcbes endodbnticas sdo mistas e abrigam também microrganismos
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facultativos, clinicamente o emprego isolado do metronidazol ndo se mostra
efetivo, necessitando associagdo com antibidticos B-lactdmicos (Baumgartner &
Xia, 2002; Jacinto et al., 2008).

A clindamicina € a droga de terceira-escolha para o tratamento de
infecgbes odontogénicas que ndo respondem de maneira favoravel aos beta-
lactamicos (Montgomery, 2000). Seu espectro de acao é bastante amplo frente
aos anaerdbios estritos (Kapusnik-Uner et al., 1996; Chan & Chan, 20083;
Kuriyama et al., 2007), dentre eles os Gram-negativos, especialmente os bacilos

produtores de pigmento negro (Kuriyama et al., 2000).

No presente estudo, todas as cepas de Prevotella pigmentadas e ndo-
pigmentadas, Porphyromonas e Peptostreptococcus foram sensiveis a
clindamicina, exceto 37,5% das cepas de Prevotella nao-pigmentadas isoladas de
abscessos periapicais. Eik et al. (1999) demonstraram uma pequena taxa de
resisténcia das Prevotella ndo-pigmentadas a clindamicina. Alta suscetibilidade
das cepas isoladas de abscessos periapicais a clindamicina também foi reportada
por Kuriyama et al. (2000) e Kuriyama et al. (2007). Os autores relatam que 100%
das cepas de Peptostreptococcus spp., Prevotella spp., Porphyromonas spp.
isoladas de abscessos periapicais resistentes a penicilina G sao suscetiveis a
clindamicina. Sousa (2003) e Jacinto (2007) observaram altas taxas de
suscetibilidade bacteriana a clindamicina. Relatos de Léivukene & Naaber (2003)
indicam uma tendéncia ao surgimento de resisténcia a esse farmaco para a
amostra avaliada. A expressao dos genes ermF e ermG sao determinantes para o
surgimento de resisténcia microbiana a clindamicina (Hecht, 2006), pois este
farmaco consegue atingir concentragdes teciduais elevadas, tanto em tecido
0sseo quanto em abscessos (Kapusnik-Uner et al., 1996).

Eritromicina, azitromicina e clindamicina sao prescritas para pacientes
que apresentam alergia aos antibiéticos do grupo das penicilinas (Groppo et al.,
2006). Kuriyama et al. (2000) e Chan & Chan (2003) relataram um aumento na

incidéncia de resisténcia a eritromicina. Para as espécies pertencentes ao género

162



Prevotella, ha uma maior porcentagem de cepas sensiveis a eritromicina em
canais radiculares, o que nado é observado para as espécies de
Peptostreptococcus e Porphyromonas isoladas neste mesmo ecossistema.

Modificagdes na estrutura quimica da eritromicina permitiram a sintese
da azitromicina, que apresenta um espectro de acdo e meia-vida plasmatica
ampliados (Kapusnik-Uner et al., 1996), sendo empregada como alternativa aos
lactdmicos na profilaxia para endocardite bacteriana em pacientes suscetiveis
(Montgomery, 2000). O perfil de suscetibilidade dos isolados de canais radiculares
e abscessos periapicais a eritromicina e azitromicina é variavel. Todas as
Prevotella spp. pigmentadas e ou nao, e as Porphyromonas de isoladas de canais
radiculares foram suscetiveis a azitromicina. Uma maior resisténcia a esse
farmaco foi observada para 75% dos isolados de abscessos periapicais agudos,
pertencentes as Prevotella ndo-pigmentadas.

O curto periodo de emprego da azitromicina e seu espectro de acao o
tornam um farmaco de grande interesse para a comunidade médico-odontolégica.
No entanto, o Clinical and Laboratory Standard Institute — CLSI (2007) nao
determinou valores especificos para a determinagcdo de resisténcia ou
sensibilidade das cepas. Resultados da atividade antimicrobiana in vitro da
azitromicina tém demonstrado sua ineficacia frente a microrganismos anaerdbios
(Herrera et al., 2000). Em testes laboratoriais, Merriam et al. (2006) observaram
gque mesmo pequenas variagdes no pH do meio de cultura causaram alteragbes
significativas nos resultados de E-test para uma mesma cepa. Estudos clinicos
sdo necessarios para que ocorra uma validacdo dos valores de corte
interpretativos para determinacdo de sensibilidade e resisténcia a estes

macrolideos.

Todas as cepas de Prevotella produtoras de pigmento negro isoladas
de canais radiculares e abscessos periapicais foram sensiveis a amoxicilina,
amoxicilina + acido clavulanico, clindamicina e azitromicina. Entretanto, alguns

isolados de abscessos periapicais demonstraram resisténcia a penicilina G,
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eritromicina e ao metronidazol. Schumacher et al. (1999) relatam uma baixa
resisténcia deste grupo aos beta-lactamicos e suas associacbes ao &cido
clavulanico. Bernal et al. (1998) constataram que as cepas de Prevotella
nigrescens estiveram mais frequentemente relacionadas a produgdo de -
lactamases quando comparadas a cepas de Prevotella intermedia. Em estudo
recente, Kuriyama et al. (2007) relata um aumento da incidéncia de cepas

resistentes aos antibidticos B-lactamicos em amostras de abscessos periapicais.

Os isolados de canais radiculares pertencentes ao género Prevotella
nao-pigmentadas foram mais resistentes a penicilina G que os dos abscessos
periapicais. Kolokotronis (1999) demonstrou que um numero cada vez maior de
isolados clinicos pertencentes a este género é capaz de produzir B-lactamases.
De acordo com Handal & Olsen (2000), o mecanismo de resisténcia esta
relacionado a presengca do gene cfx-A responsavel pela producdo de beta-
lactamases. Kuriyama et al. (2000) relataram que a produgéo de B-lactamases em
Prevotellas nao-pigmentadas € superior aquela observada para Prevotella
pigmentadas. Prevotella nao-pigmentadas isoladas de abscessos periapicais
foram 100% suscetiveis aos antibidticos beta-lactamicos, e demonstraram niveis
inferiores de resisténcia frente a penicilina G, quando comparadas as isoladas de
canais radiculares. Todos os isolados de canais radiculares foram suscetiveis a
clindamicina, eritromicina, azitromicina e metronidazol, porém algumas cepas

isoladas de abscessos periapicais demonstraram resisténcia a esses farmacos.

Observou-se que os isolados pertencentes ao  género
Peptostreptococcus dos abscessos periapicais foram mais suscetiveis a
amoxicilina, amoxicilina + &cido clavulanico, clindamicina, eritromicina,
azitromicina e metronidazol. Kuryiama et al. (2007) indicaram que clindamicina,
eritromicina e metronidazol foram efetivos frente a Peptostreptococcus spp.
isolados de abscessos periapicais agudos. Martinho (2007) relatou uma pequena
taxa de resisténcia de P. micra a amoxicilina. De maneira geral, espécies Gram-
positivas sao bastante suscetiveis aos antibiéticos lactamicos (Groppo et al., 2006;
Hecht, 2006).

164



Porphyromonas spp. isoladas de canais radiculares demonstraram
resisténcia a penicilina G (50%), eritromicina (25%) e metronidazol (25%). Todos
0s microrganismos pertencentes a este género isolados de abscessos periapicais
foram suscetiveis a amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico, clindamicina,
eritromicina, azitromicina e metronidazol. Jacinto et al. (2003) relata que 100% das
cepas de bactérias produtoras de pigmento negro foram sensiveis a amoxicilina,
amoxicilina + acido clavulanico e eritromicina, enquanto que valores inferiores

foram observados para clindamicina e metronidazol.

Dentre os microrganismos anaerébios estritos estudados, as cepas de
Fusobacterium necrophorum demonstraram ser suscetiveis a todos os
antimicrobianos testados. Uma cepa de F. nucleatum isolada de canais radiculares
foi resistente a todos antimicrobianos. Caracteristicas intrinsecas relacionadas a
esta cepa podem ser os responsaveis por tal resultado, pois Hecht (2006) relatou
que os antibidticos B-lactamicos sao efetivos frente a Fusobacterium spp. € a
producédo de lactamases € rara. Babic et al. (2006) sugerem ainda mecanismos
adicionais de resisténcia, tais como a diminuigdo da afinidade dos receptores das
células bacterianas e a restricdo da entrada do antibidtico para o interior celular.
Sousa (2003), Jacinto (2007), Kuriyama et al. (2007), Jacinto et al. (2008)
relataram niveis superiores de suscetibilidade dessa espécie aos agentes

antimicrobianos, quando isolada de canais radiculares.

Segundo van Winkelhoff al. (2005) e Hawkey (2008), variacoes entre os
resultados descritos em diferentes estudos podem estar relacionadas a
metodologia empregada, época de sua realizagdo, localizacdo geogréafica ou o
namero de amostras estudadas. Apesar do limitado numero de cepas analisadas
nessa pesquisa, os resultados demonstram uma diferenga nas caracteristicas de
suscetibilidade dos isolados em amostras de canais radiculares e abscessos
periapicais de um mesmo paciente.
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6.5 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo, foram avaliados microbiologicamente amostras de
infeccdes endodonticas primarias sintomaticas obtidas de canais radiculares e de
abscessos periapicais agudos, relacionadas a um elemento dental de um mesmo
individuo. A literatura ndo apresenta relatos da descricdo ampla da estrutura e da
composicdo das comunidades microbianas em amostras pertencentes a
ecossistemas relacionados, em Endodontia. A técnica da cultura, que demonstra a
viabilidade das espécies na infeccdo, associada a andlise de fragmentos de
restricdo, que detecta e quantifica microrganismos cultivaveis, ndo cultivaveis e
ainda nao cultivados, permitiram a construcdo de um painel, caracterizando de
forma ampla a estrutura das comunidades microbianas. A amplificacdo de
sequéncias especificas de acidos nucléicos (PCR e Nested-PCR) forneceu dados
sobre a frequéncia de microrganismos anaerdbios estritos fastidiosos, de dificil
cultivo laboratorial ou que estdo presentes em baixa concentracao celular, inferior

aos niveis passiveis de cultivo.

Observou-se a presenca de comunidades distintas e Unicas, tanto em
amostras de canais radiculares e abscessos periapicais, determinando perfis
especificos. A alta dissimilaridade interindividual sugere que fatores locais
relacionados ao hospedeiro, tanto extrinsecos (habito de fumar) quanto
intrinsecos, parecem ser determinantes para a selegéo das espécies. As pressdes
seletivas impostas pelo ambiente exigem a organizacdo microbiana em
comunidades complexas, produzindo perfis composicionais diferenciados mesmo
em amostras pareadas, de um mesmo individuo. Estudos adicionais sao
necessarios para estabelecer as intrincadas relagdes entre as espécies. Estas,
embora organizadas de maneira diferente, produzem a mesma condi¢do clinica,
caracterizada por necrose pulpar, dor espontdnea e intensa, dor a percussao
vertical e dor a palpacdo nos tecidos periapicais. A estrutura heterogénea das
comunidades microbianas em canais radiculares e abscessos periapicais agudos
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pode ainda originar interagdes que se refletem em padrées ndo similares de
suscetibilidade aos agentes antimicrobianos mais prescritos em Endodontia.

A escolha das diferentes abordagens clinicas realizadas para o
tratamento dos abscessos periapicais agudos envolve aspectos muitas vezes
empiricos, baseados apenas na experiéncia profissional. Dentre elas, observam-
se a prescricdo isolada de agentes antimicrobianos, apenas desinfec¢cdo dos
canais radiculares, ou desinfeccdo dos canais radiculares e drenagem cirdrgica.
Ha a necessidade de estudos que suportem a opgao por uma determinada
abordagem. Os resultados do presente estudo sugerem que o0s procedimentos
clinicos que envolvem o controle da infeccdo aguda no sistema de canais
radiculares e nos tecidos periapicais devem considerar a diferenga composicional
de ambas microbiotas. Idealmente, a abordagem clinica de ambos os
ecossistemas deve ser realizada, favorecendo a resposta do sistema imune do
hospedeiro e o reestabelecimento da saude do individuo. Como exemplo, pode-se
descrever 0 uso associado da descontaminacdo de toda a extensdo dos canais
radiculares, considerando que uma microbiota complexa € observada neste
ecossistema principalmente no terco apical, e também a drenagem cirurgica do
exsudato periapical tanto na sua fase intra-6ssea quanto na sua fase submucosa
independente da existéncia ou nao de um ponto de flutuagéo. Isto favorecera a
acao do sistema de defesas na regido periapical, que € auxiliada pelo efeito dos
agentes antimicrobianos, evitando a disseminagdo da infeccao para espacos
fasciais profundos, principalmente em infec¢des difusas, presenca de febre, trismo

e mal-estar.
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7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos e nas limitagcbes experimentais do
presente estudo, pode-se concluir que:

1. As comunidades microbianas nos canais radiculares e nos
abscessos periapicais agudos sado heterogéneas, tanto na sua
composicao quanto em sua estrutura, representados pelo numero e
diversidade de espécies, de acordo com as técnicas de cultura e

polimorfismo do fragmento terminal de restricao;

2. As espécies anaerdbias estritas Porphyromonas endodontalis,
Prevotella nigrescens, Filifactor alocis, Treponema socranskii e
Treponema denticola foram freqientemente detectados através de
PCR e Nested-PCR em amostras de canais radiculares e abscessos
periapicais agudos, ao contrario do microrganismo facultativo
Enterococcus faecalis;

3. As amostras de canais radiculares e abscessos periapicais obtidas
de um mesmo ou de diferentes pacientes apresentaram baixo nivel
de agrupamento, confirmando a presenca de perfis individualizados
que estdo associados as infeccbes endodbnticas primarias
sintomaticas, quando foram considerados os métodos de cultura
microbiana, PCR e Nested-PCR;

4. |solados de canais radiculares demonstraram maior resisténcia aos
antimicrobianos que os isolados de abscessos periapicais, sendo a
amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico e penicilina G os agentes
mais efetivos, mesmo nao tendo inibido o crescimento de todas as

bactérias testadas.
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APENDICE |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO PARA PESQUISA CLINICA

As informagdes contidas neste termo foram fornecidas pela orientadora Prof?. Dr?. Brenda
Paula Figueiredo de Almeida Gomes e/ou pelo aluno de p6s-graduagao Francisco Montagner, com
0 objetivo de convidar o voluntario a participar, ter conhecimento do tratamento de urgéncia a ser
realizado, e de que maneira podera contribuir para o trabalho de pesquisa. Estando ciente disso, o
voluntario autoriza a sua participacao, tendo concordado sem qualquer coacéo.

I. TITULO DA PESQUISA

"Caracterizagdo fenotipica e molecular da microbiota de dentes com necrose pulpar e abscessos
periapicais e susceptibilidade antimicrobiana de bactérias anaerdbias estritas isoladas”.

Il. JUSTIFICATIVA

O estudo dos microrganismos presentes nos canais radiculares e que estao relacionados
com a dor sao realizados ha mais de dez anos na Disciplina de Endodontia da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — UNICAMP. Este estudo permite que se conhegam quais sédo os
microrganismos presentes nestes casos e permitem estudar a sua sensibilidade aos aos
antibioticos empregados na Odontologia.

Il. OBJETIVOS

Este trabalho tem o objetivo de estudar as bactérias encontradas nos dentes que precisam
de tratamento de canal quando a pessoa esta com dor e edema na face. Descobrindo estas
bactérias iremos: Relacionar essas bactérias com a dor; Fazer testes para ver qual antibiotico é
melhor contra estas bactérias. Isto podera ajudar a entendermos a causa da dor. O estudo de
bactérias que continuam no canal radicular com dor e no edema, permite a realizagao de um teste
que orientard a escolha correta de um antibiético, e se for necessario ird complementar o seu
tratamento ajudando o organismo a combater a infecgao.

lll. PROCEDIMENTOS

A coleta de amostra de bactérias é simples e faz parte do tratamento de canal. Ela consiste
em colocar um cone de papel absorvente dentro do canal no comprimento do dente que foi
observado na radiografia. Este cone de papel é normalmente usado para secar o canal. Para o
tratamento do edema, é preciso fazer uma pequena cirurgia que sera realizada ap6s a limpeza do
canal. Antes dela, sera removido uma pequena quantidade do pus. Depois de secar o canal e de
remover o0 pus, o cone de papel e o pus serdo colocados num meio de cultura, que permite a
conservagao e o crescimento das bactérias. Neste estudo ndo ha grupos placebo ou controle. O
tratamento para a dor de origem do canal e do edema é o mesmo que os voluntarios receberiam
se ndo aceitassem em participar do trabalho, ndo havendo nenhum método alternativo de
tratamento da dor.
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IV. DESCONFORTOS OU RicOS ESPERADOS

A coleta da amostra € indolor, pois a area que recebera tratamento e o dente envolvido
estardo sob efeito de anestesia local. Se vocé sentir dor, esta ndo sera por causa da coleta de
amostra e sim pela realizacdo da anestesia, limpeza do dente ou mesmo causados pela infeccao
no canal radicular e regidao do edema. Este desconforto poderia ocorrer independentemente de ser
realizada a coleta. Apos o tratamento, se a dor e 0 edema persistirem, vocé podera ser atendido no
Plantdo de Emergéncia da FOP-UNICAMP, que funciona normalmente de segunda a sexta-feira,
de 8:00 as 12:00 h e de 13:30 as 17:30 h. Caso nao seja possivel ser atendido no Plantao, vocé
podera procurar os Pesquisadores responsaveis (Francisco Montagner e Brenda Paula Figueiredo
de Almeida Gomes). Os telefones para contato sdo: 19 2106-5215 (Faculdade) ou 19 8181 6312.

V. GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Vocé tem toda a liberdade de pedir esclarecimentos sobre a metodologia antes e durante a
pesquisa, podendo ou ndo concordar em participar.

VI. GARANTIA DE RECUSA A PARTICIPACAO OU SAIDA DO ESTUDO

Caso vocé nado queira participar do estudo, ndo haverda prejuizo ao seu tratamento, o qual
serd prosseguido normalmente. Se vocé se recusar a participar ou se vocé quiser desistir, em
qualquer fase da pesquisa, ndo sera penalizado e ndo havera prejuizo ao seu tratamento, o qual
continuara normalmente.

VIl. GARANTIA DE SIGILO

Apesar dos resultados clinicos e microbioldgicos serem divulgados publicamente para fins
académicos e cientificos, sera preservada a sua privacidade (seu nome nao sera revelado) quanto
aos dados confidenciais que possam ser envolvidos na pesquisa.

VIIl. GARANTIA DE RESSARCIMENTO

A pesquisa néo lhe acarretard nenhum gasto previsivel.

IX. GARANTIA DE INDENIZAGAO OU REPARACAO DE DANOS

Nao ha riscos previsiveis associados a pesquisa, e portanto ndo ha previsdo de
indenizagdo ou reparacao de danos.

Eu, certifico que tenho lido as
informagbes acima e suficientemente esclarecido(a) de todos os itens pela Profé. Dr2. Brenda Paula Figueiredo de Almeida
Gomes e/ou Francisco Montagner, estou plenamente de acordo com a realizagdo do experimento. Assim, eu autorizo a
execugao da pesquisa, exposta acima, em mim.

Deste termo de consentimento livre esclarecido, serdo geradas duas vias, sendo uma direcionada ao voluntario e a demais
para o pesquisador.

Piracicaba, de de 2008.
Nome: RG:

Assinatura:

ATENCAO: A sua participagdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de dlvida quanto aos seus direitos,
escreva para o Comité de Etica em Pesquisa da FOP — UNICAMP, enderegado a Av. Limeira, 901 — Caixa Postal 52, CEP
13414-903, na cidade de Piracicaba/SP. Telefone/FAX: 19 2106 5349 - E-mail: cep@fop.unicamp.br —
www.fop.unicamp.br/cep .
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APENDICE Il — Meio de Transporte
VMGA llI (Viability Medium Gétemborg Agar)

1. Descricao

O meio de transporte VMGAIII (Viability Medium Gdétemborg Agar) foi descrito
inicialmente por Moller (1966) e por Dahlén et al. (1993) e é preparado para suportar a
sobrevivéncia de organismos anaerdbios estritos e aerébios sem ocorrer crescimento. E
aplicado para amostras pequenas, como as coletadas por pontas de papel absorvente. Se
armazenado em recipiente bem fechado e sem contato com oxigénio, pode ser guardado
por longo tempo. Deve ser protegido da luz. O indicador de oxi-redugéo € o azul de
metileno e sua fungcdo € consumir o oxigénio, mantendo o meio reduzido. A solugcao
protetora € a peptona 0,1% e a gelatina 5%. Sua consisténcia é semi-solida em
temperatura ambiente e semi-fluido acima de 30°C.

2. Preparo do meio

2.1. Componentes necessarios

) Acetato de fenilmercurio (Sigma, St. Louis, EUA), Ref. P5554 — 25 g;

) Glicerofosfato de sédio (Merck, Alemanha) Ref. 4168 — 25 g

c) CacCl anidro ou CaCl,.6H,0 (Ecibra, Santo Amaro — SP, Brasil), Ref. 0490 — 500 g;
) KCI (Synth, Diadema — SP, Brasil), Ref. C1058.01.AG — 500 g;

) MgSQO,.7H,0 (Sigma, St. Louis, EUA), Ref. M1880 — 500 g;

f)  NaOH (Dinamica, Brasil) Ref. CAS1310-73-2 cod. 1702-1 — 500 g

g) Agar bacteriol6gico (Acumedia, EUA), Ref. 7178A — 500 g

h) Gelatina (DIFCO, Detroit, EUA), Ref. 214340 — 500 g

i) Triptose (DIFCO, Detroit, EUA), (Sigma, St. Louis, EUA) Ref. T4532 — 100 g

207



K)

Thiotona ou Peptona (BBL, Cockeyville, EUA), (Biobras, MG, Brasil) Ref. 177-2 —
500 g

L-cisteina-dihidroclorito (Sigma, St. Louis, EUA), Ref. C4820 - 25 g

Acido tioglicélico (Sigma, St. Louis, EUA), Ref. T3758 — 500 mL

Autoclavar previamente:

Frascos de Eppendorf ou vidros pequenos com 3 bolinhas de vidro (Glass beads).
A quantidade de Eppendorfs € de acordo com o volume que sera preparado do
meio. Neste caso, se for preparar 250 mL de VMGA llI, autoclavar cerca de 130
frascos.

Proveta de 50mL

2 frascos vazios de 500mL

2 frascos vazios de 1000mL

4 funis

4 tubos de ensaio

4 espatulas

1 frasco de Becker pequeno

2 provetas de 200mL

30 pedacos de papel aluminio

1 vidro de 500mL

2.2. Preparo dos volumes liquidos

Para os volumes de VMGA llI, autoclavar os respectivos volumes de agua

bidestilada.
500 mL 250 mL 125 mL
1 frasco 275 mL 137,5 mL 68,75 mL
1 frasco 150 mL* 75 mL* 37,5 mL*
1 frasco 600 mL 300 mL 150 mL
1 frasco 5mL 2,5mL 1,25 mL

*Colocar um peixinho para ajudar a dissolver a gelatina
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Para os volumes de VMGA llI, autoclavar os respectivos volumes de solucao salina.

500 mL 250 mL 125 mL

1 frasco 50 mL 25 mL 12,5 mL

2.3. Solucao de Sais de Estoque IV

Verificar se tem a solucao de sais de estoque IV (Cor azul) e autoclavar,

caso nao tenha, autoclavar:

1 frasco 60 mL de agua bidestilada (1)
1 frasco 40 mL de agua bidestilada (2)
1 frasco 60 mL de agua bidestilada (3)
1 frasco 40 L de agua bidestilada (4)

Verificar se tem a solucao de NaOH e KOH (8M), caso nao tenha, preparar.
Volume final de 200 mL. Modo de preparo: Pesar 64g de NaOH e 89,76g de KOH.
Dissolver em 140 mL de &gua bidestilada. Depois de dissolvido, acrescentar agua

bidestilada g.s.p 200 mL. Autoclavar por 20 minutos
No dia anterior, preparar as solugdes:

a) SOLUCAO 1 — Agua bidestilada estéril 60mL + Acetato de fenilmercurio 0,1g (ndo
pesar com espatula de metal). Dissolver em banho-maria e deixar overnight a
56°C.

b) SOLUCAO 2 — Agua bidestilada estéril 40mL + Glicerofosfato de soédio 20g.

Dissolver aquecendo levemente na manta e deixar overnight.
No dia do preparo do VMGA lll, para preparar a solugéo azul:

c) SOLUCAO 3 — Agua bidestilada estéril 60mL + CaCl anidro 0,24g ou CaCl,.6H,0
0,32g + KCI 0,84g + MgS0,.7H,0 0,2g.
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Misturar bem as SOLUCOES 1, 2 e 3 e resfriar em uma proveta graduada.
Adicionar 40mL de agua bidestilada ja estéril para completar 200 mL. Ao final, adicionar
0,006g de azul de metileno e acondicionar na geladeira.

2.4. Mistura das solugoes e preparo do VMGA lli

a) Solucao A:
SOLUCAO A 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua 550 mL 137,5 mL 68,75 mL
bidestilada ’ ’
Triptose 0,5¢ 0,125¢ 0,0625 g
E:L"tgiae 0,54 0,125 ¢ 0,0625 g

O frasco com agua bidestilada deve estar estéril no dia anterior. Dissolver com

agitacado e aquecimento na manta ou no microondas por 10 segundos.

b) Solucéo B:
SOLUCAO B 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua 300 mL 75 mL 37,5 mL
bidestilada ’
Gelatina 50 ¢ 125¢ 6,259

A 4gua bidestilada deve estar pré-aquecida. O frasco com agua destilada e o
peixinho ja devem estar estéreis no dia anterior. Aquecer no microondas por 10 segundos
+ 10 segundos + 10 segundos (total de 30 segundos), observando atentamente se derrete
a gelatina. Deixar em banho-maria caso nao derreta tudo. Essa solu¢ao nao pode mais
ser autoclavada.

210



c¢) Solucéo C:

SOLUCAO C 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua 50 mL 12,5 mL 6,25 mL
bidestilada ’ ’
Agar 29 059 0,259

Autoclavar a 121°C por 20 minutos, manter em banho-maria.

d) Solucéo D:
SOLUCAO D 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua
bidestilada 10 mL 2,5mL 1,25 mL
L-cisteina 0,05¢ 0,125¢ 0,0625 g

Autoclavar a 121°C por 20 minutos, manter em banho-maria.

e) Solucao E:
SOLUCAO E 1000 mL 250 mL 125 mL
Solugao 100 mL 25 mL 12.5 mL
salina
Acido 0.5mL 0,125 mL 0,0625 mL
Tioglicolico

A solucdo salina deve estar estéril no dia anterior. O &cido tioglicolico
encontra-se no freezer, e deve ser manipulado com muito cuidado, empregando luvas e
mascara.

Misturar as SOLUCOES A + B + C em frasco de 500 mL na manta. Resfriar a
45-50°C. Adicionar 25mL da solucéo de sais de estoque azul IV. Adicionar a solugéo de
acido tioglicolico (SOLUGAO E). Ferver a solugdo por 5 minutos até que a cor azul
desapareca (fica amarelo). Resfriar em agua morna sob fluxo de N,. Levar para a camara
de anaerobiose. Adicionar a solugéo de cisteina (SOLUCAO D).
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Ajustar o pH 7,2 a 7,4 com a solugcao de NaOH + KOH, adicionando de 10 em
10 microlitros. Adicionar aos poucos, pois nao tem volta. A solucao de NaOH + KOH vai
diminuir o pH.

Colocar 1 mL da solugcdo em cada eppendorf e deixar levemente aberto na
cabine de anaerobiose. Passar parafilme para evitar qualquer tipo de contato com

oxigénio e contaminacao. Proteger da luz com papel aluminio.
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APENDICE Ill - Meios de Cultura

1. Fastidious Anaerobe Agar (FAA) — LAB M, Bury, UK. Ref. Lab 90 — 500 g

1.1 Descricao

Meio capaz de favorecer o crescimento dos anaerdbios isolados clinicamente.
As peptonas séo incorporadas para a maxima estimulagdo de crescimento. Amido e
bicarbonato atuam como agentes detoxificantes, enquanto a hemina favorece a producao

de pigmento nos “Bacteroides” produtores de pigmento negro.
Agentes especificos de estimulacao de crescimento:

a) Cisteina — para Fusobacterium spp, Propionibacterium acnes, e
Bacterdides fragilis;

b) Arginina — para Eubacterium spp.; pirofosfato sollvel para Porphyromonas
asaccharolytica.

c) Piruvato — contribui para a neutralizacdo do peréxido de hidrogénio e pode
ser também utilizado pela Veillonella spp. como fonte de energia.

d) Vitamina K e succinato de sédio fornecem fatores essenciais de
crescimento para alguns anaerébios, como também 0,1% de glicose. O
nivel baixo de glicose impede a producao de niveis elevados de acidos e
alcodis que podem inibir o crescimento bacteriano.

O pH médio do meio de cultura é 7,4 £0,2.

1.2. Preparo

Adicionar 23,0 g do p6 em 500 mL de agua deionizada. A suspensao deve ser
mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. E esterilizada em autoclave a 121°C
por 15 min e resfriada a 47°C. Entdo adicionar assepticamente 5% de sangue
desfibrinado de carneiro, misturar bem e distribuir nas Placas de Petri.
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1.3. Armazenagem do meio preparado

O meio preparado deve ser armazenado em placas de Petri por até 7 dias, em
temperatura média de 4°C, fora do alcance da luz.

1.4. Incubacao

a) Temperatura: 37°C;
b) Condicdes Gasosas: anaerobiose (80% H2, 10% N2, 10% CO2);
c) Periodo de tempo: 48 horas e 7dias.

1.5. Férmula
Componentes Concentracao (g/L)
Mistura de peptonas 23,0
Cloreto de sédio 5,0
Amido soluvel 1,0
Agar n° 2 12,0
Glicose 0,4
Piruvato de sédio 1,0
L-cisteina monoidratada 1,0
Hemina 0,5
Vitamina K 0,001
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L-arginina 1,0
Pirofosfato soluvel 0,25

Succinato de sédio 0,5

1.6. Enriquecimento do Meio

1.6.1 Solucao Vitamina K1 (1 mg/mL) - Sigma-Aldrich, USA. (Menadione, 25 g Ref.
M5625)

Pesar 0,1g de Vitamina K1 e adicionar a um tubo contendo 100mL de etanol
absoluto. Armazenar o vidro em refrigerador, devidamente vedado e protegido da luz.
Adicionar 1L da solugédo a cada mL de meio produzido.

1.6.2 Solugéo de Hemina (5 mg/mL) - Sigma-Aldrich, USA. Ref. H5523 — 25 ¢

Dissolver 0,5g de Hemina em 10 mL de Hidréxido de sodio 1N. Completar com
agua destilada até atingir 100 mL. Autoclavar a 121°C por 15 min. Para usar como
suplemento, adicionar 1uL da solu¢do a cada mL de meio produzido.
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2. Fastidious Anaerobe Broth (FAB) — LAB M (Bury, UK) Ref. Lab 71 — 500 g

2.1. Descricao

Meio de cultura liquido capaz de favorecer o crescimento de bactérias
anaerobias e facultativas. As peptonas sao incorporadas para a maxima estimulacao de
crescimento. Vitamina K, hemina e L-cisteina sdo também fatores de crescimento para
alguns anaerébios. L-cisteina e tioglicolato de so6dio reduzem o potencial de 6éxido
reducao do meio e o agar inibe a absor¢ao do oxigénio. O pH do meio é 7,4+0,2.

2.2. Preparo

Dispensar 14,859 do pé em 500 mL de agua deionizada. A mistura é
dispensada em tubos que sdo deixados semi-abertos durante a esterilizagdo, que é feita
em autoclave a 121°C por 15 min. Os tubos sdo fechados o mais rapido possivel ap6s a

esterilizagao.

2.3. Armazenagem

Armazenar em tubos com tampas, por até 3 meses, a 15-20°C, fora do

alcance da luz.

2.4. Incubacao

Incubar a 37 °C por 24-72 horas, mantendo os tubos bem fechados.
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2.5. Formula

Componentes Concentragao (g/L)
Mistura de peptonas 15
Cloreto de sédio 2,5
Extrato de levedura 1,0
Agar n? 1 0,75
L-cisteina 0,5
Hemina 0,005
Vitamina K 0,005
Resazurina 0,001
Bicarbonato de sédio 0,4
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3. Brain Heart Infusion Agar (BHI) — LAB M (Bury, UK), (Himedia, Mumbai, India) Ref.
M211 — 500 g

3.1 Descricao

Este meio foi desenvolvido inicialmente para o isolamento de patégenos orais.
Com a adicao de 5% de sangue desfibrinado, este meio permite o crescimento da maioria
dos microrganismos fastidiosos. O fosfato tamponado ajuda neutralizar os acidos
produzidos pela utilizagdo da glicose, mantendo a viabilidade dos microrganismos. Este
meio ndo é recomendado para a determinagdo das reagdes hemoliticas porque contém
glicose em sua composi¢éo. . O pH do meio € 7,4+0,2.

3.2 Preparo

Adicionar 24,5 g do p6 em 500 ml de 4gua deionizada. 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 antes de distribuir sobre as placas. Caso deseje,
adicionar assepticamente 5% de sangue desfibrinado de carneiro, misturar bem e
distribuir nas placas de Petri.

3.3. Armazenagem

Armazenar as placas por periodo de até 7 dias em temperatura de 4°C,

preferencialmente no escuro.

3.4 Incubacao

Tempo e temperatura sao determinados para cada microrganismo.
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3.5 Formula

Componentes

Concentracao (g/L)

Infusdo de sélidos de cérebro

e coracao
Proteose peptona
Glicose

Cloreto de sédio
Fosfato di-sodico

Agar numero 2

17,5

10

2,5

12
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4. Brain Heart Infusion Broth (BHI) — LAB M (Bury, UK), (Himedia, Mumbai, India) Ref.
M211 - 500 g

4.1. Descricao

Meio de infusao isoténico rico em triptose (uma mistura de carne e petonas do
leite) promovendo uma ampla gama de substratos. Uma concentracao baixa de glicose é
utilizada para estimular o crescimento precoce. E ligeiramente tamponado para impedir a
morte rapida de algumas espécies devido a producéo de acido. O pH do meio é 7,410,2.

4.2. Preparo

Dispensar 18,5 g do p6 em 500 mL de agua deionizada. A suspensao deve
ficar em repouso por 10 minutos, sendo a seguir dissolvida sob aquecimento brando,
antes de ser dispensada em tubos que sdo deixados semi-abertos durante a esterilizacao.
A esterilizacdo € feita em autoclave a 121°C por 15 min. Os tubos séo fechados o0 mais
rapido possivel apos a esterilizagao.

4.3. Armazenagem

Armazenar em tubos com tampas, até 3 meses a 15-20°C protegidos da luz.

4.4. Incubacao

Incubar aerobicamente a 37°C por até 15 dias.
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4.5. Formula

Componentes

Concentragao (g/L)

Infusdo de sdlidos de cérebro de boi
Infusdo de sélidos de coracao
Proteose peptona

Glicose

Cloreto de sédio

Fosfato di-sodico

12,5

5,0

10,0

2,0

5,0

2,5
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5. Brucella Medium Base (OXOID, Hampshire-UK), (Himedia, Mumbai, India) Ref. M074
-500¢

5.1 Descricao

As peptonas sao incorporadas para maxima estimulacdo do crescimento
microbiano. A glicose fornece fatores essenciais de crescimento para alguns anaeroébios.
O nivel baixo de glicose impede a producéao de niveis elevados de acidos e de alcodis que
poderiam inibir o crescimento microbiano. O agar inibe a absor¢do do oxigénio e corrente
de propagacao. O pH médio do meio é de 7,5£0,2.

5.2. Preparo

Misturar 22,59 do p6 a 500 mL de 4gua deionizada. A suspensdo deve ser
mantida em repouso por 10 minutos e depois agitada. Esterilizar em autoclave a 121°C
por 15 minutos e resfriada a 47°C. Adicionar assepticamente 5% de sangue desfibrinado
de carneiro, 500uL de Hemina e menadiona preparados previamente. Homogeneizar e
distribuir em placas de Petri estéreis.

5.3 Armazenagem

Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C,
fora do alcance da luz.

5.4. Incubacao

Incubar a 372C anaerobicamente em atmosfera de 80% H,, 10% Ny, 10% CO.,
por periodos entre 48 horas e 7 dias.
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5.6 Formula

Componentes Concentragao (g/L)
Peptona 10
Extrato de carne 5.0
Glicose 10,0
Cloreto de sédio 5,0
Agar 15
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6. Agar Mitis Salivarius (Difco, Becton & Dickison, MD, Estados Unidos), Ref. 229810
-500¢

6.1 Descricao

Meio de cultura empregado para o isolamento de Streptococcus mitis, S.

salivarius, e Enterococcus.

6.2. Preparo

Misturar 90g do p6 a 1000 mL de agua deionizada. Dissolver o pé sob
agitacdo e ferver por 1 minuto. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos e
resfriada a 47°C.

6.3. Armazenagem

Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C,
fora do alcance da luz.

6.4. Incubacao

Incubar a 37°C aerobicamente por periodos entre 48 horas e 7 dias.
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6.5. Formula

Componentes Concentracao (g/L)
Digerido pancreatico de caseina 6,0
Peptona de proteosa numero 3 5,0
Dextrose 1,0
Sacarose 50,0
Fosfato dipotassico 4,0
Azul tripano 0,075¢
Violeta cristal 0,0008
Agar 15¢
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7. Agar MacConkey (Difco, Becton & Dickison, MD, Estados Unidos), Ref. 212123 —
500 g

7.1 Descricao

Meio de cultura para isolamento e diferenciacao de organismos entéricos.

7.2. Preparo

Misturar 50g do pé a 1000 mL de agua deionizada. Dissolver o p6 sob
agitacdo e ferver por 1 minuto. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos e
resfriada a 47°C.

7.3 Armazenagem

Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C,
fora do alcance da luz.

7.4. Incubacao

Incubar a 37°C aerobicamente por periodos entre 48 horas e 7 dias.
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7.5. Formula

Componentes

Concentracao (g/L)

Peptona

Proteose peptona
Lactose

Sais biliares nimero 3
Cloreto de sédio

Agar

Vermelho neutro

Cristal violeta

17

3,0

10,0

1,5

5,0

13,5

0,03

0,001
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8. Agar m Enterococcus (Difco, Becton & Dickison, MD, Estados Unidos), Ref.
274620 - 500 g

8.1. Descricao

Meio de cultura empregado para o isolamento e contagem de Enterococcus

em agua e outros materiais através de filtracdo em membrana ou dispersdo em placa.

8.2. Preparo

Misturar 42g do pé a 1000 mL de agua estéril. Dissolver o p6 sob agitagéo e
ferver por 1 minuto. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos e resfriada a 47°C.

8.3. Armazenagem

Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C,
fora do alcance da luz.

8.4. Incubacao

Incubar a 37°C aerobicamente por periodos entre 48 horas e 7 dias.
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8.5. Formula

Componentes Concentracao (g/L)
Triptose 20,0
Extrato de fungo 5,0
Dextrose 2,0
Fosfato dipotassico 4,0
Azido de so6dio 0,4
Agar 10
Cloreto de trifenil tetrazolio 0,1
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9. Agar Sabouraud Dextrose (Himedia, Mumbai, India, Ref. M063 — 5009)

9.1. Descricao

Meio de cultura empregado para o cultivo de fungos e microrganismos
aciddfilos.

9.2. Preparo

Misturar 65g do pé a 1000 mL de agua estéril. Dissolver o p6 sob agitagéo e
ferver por 1 minuto. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos e resfriada a 47°C.

9.3. Armazenagem

Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C,
fora do alcance da luz.

9.4. Incubacao

Incubar a 37°C aerobicamente por periodos entre 48 horas e 7 dias.
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9.5. Formula

Componentes Concentracao (g/L)
Caseina digerida enzimaticamente 10,0
Dextrose 40,0
Agar 15
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APENDICE IV — Coloragao de Gram

1. Principios

E utilizada para o exame microscépio direto das amostras, para a
caracterizacao das bactérias quanto a sua morfologia e quanto as caracteristicas de sua
parede celular.

Emprega como corantes o cristal violeta, o iodo de Gram, o descorante
(alcool-acetona) e o contracorante (safranina ou fucsina). O cristal violeta (violeta de
genciana) serve como coloragdo primaria, unindo-se a parede celular bacteriana apos o
tratamento com uma solugao de iodo fraca, que serve como mordente para a ligagao do
corante. Algumas espécies bacterianas, devido a natureza quimica da parede celular, tém
a capacidade de reter o cristal violeta, mesmo depois do tratamento com um descorante
organico, como a mistura de partes iguais de alcool etilico a 95% e acetona. As bactérias
que retém o corante aparecem negro-azuladas quando observadas ao microscopio e séo
denominadas gram-positivas. Certas bactérias perdem a coloragdo primaria com cristal
violeta quando séo tratadas com o descorante, talvez devido ao alto conteudo lipidico da
parede celular, sendo denominadas Gram-negativas. Assim, com a aplicacdo do

contracorante, apresentam-se avermelhadas quando visualizadas no microscopio.

2. Componentes

a) Cristal Violeta

Componente Quantidade
Cristal violeta 29
Alcool etilico a 95% 20 mL
Oxalato de NH4 0,89
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b) lodo de Gram

c) Descorante

d) Contracoloracéo

3. Procedimentos

a) Fazer sobre uma lamina um esfregaco delgado do material em estudo e deixar

secar no ar.

b) Fixar o material na Iamina, utilizando-se o calor da chama no Bico de Bunsen.

Agua destilada 100 mL
Componente Quantidade
lodeto de potassio 29
Cristais de iodo 19
Agua destilada 100 mL
Componente Quantidade
Acetona 50 mL
Alcool etilico a 95% 50 mL
Componente Quantidade
Safranina 25¢g
Alcool etilico a 95% 100 mL
Agua destilada 100 mL

c) Colocar a lamina em um suporte para coloragao.



Cobrir 0 esfregaco com a solugao de cristal violeta, por 1 minuto. Lavar em agua
corrente.

Cobrir 0 esfregaco com a solucéo de iodo de Gram, por um minuto. Lavar em agua
corrente.

Aplicar o descorante por 15 segundos sobre a lamina.

Imediatamente, cobrir a ldmina com contracorante, por 30 segundos a 1 minuto.
Deixar secar no ar, colocando a lamina em posi¢ao vertical.

Examinar em microscopio éptico, com 6leo de imersao, com aumento de x100.
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APENDICE V - Teste da Catalase

1. Procedimentos

Empregar colénias novas, com 24 a 72 horas de crescimento,
preferencialmente de meios que nao contenham agar. Com uma alga, colher uma porgcao
da colbnia e dispensar sobre uma lamina de vidro estéril. Adicionar uma gota de perdxido
de hidrogénio 15% (Dinamica, Ref. 7722-84-1, 1000 mL)

2. Interpretagéo dos resultados

a) Reacao positiva: formagao de bolhas imediata
b) Reacao negativa: auséncia de formagao de bolhas. Formagéo de bolhas apés 20 a
30 segundos ocorrem pois algumas bactérias apresentam outras enzimas capazes

de degradar peréxido de hidrogénio.
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APENDICE VI - Teste da Oxidase — Bactident Oxidase (Merck, Darmstadt, Alemanha,
Ref. 1.133000001, 50 strips)

1. Principios

Os citocromos sao proteinas que atuam como ultimo elemento de ligagao na
cadeia respiratoria aerdbia, transferindo hidrogénios ao oxigénio, com formacao de agua.
O sistema citocromo é encontrado em microrganismos aerdbios, ou anaerobios
facultativos. Assim, a prova da oxidase é importante para identificacdo de microrganismos
que carecem da enzima e sao anaerObios obrigatorios. A prova é importante na
identificacdo de espécies pertencentes a Enterobacteriaceae (todas negativas) de
bactérias como Pseudomonas, Aeromonas, Neisseria, Campylobacter e Pasteurella
(todas positivas).

A prova da citocromo-oxidase utiliza corantes que substituem o oxigénio como
aceptor artificial de elétrons. No estado reduzido, o corante é incolor; entretanto, em
presenca de citocromo oxidase e de oxigénio atmosférico, a p-fenilenodiamina é oxidada

e forma azul-de-indofenol.

2. Procedimentos

a) Realizar uma diluicao da colénia em agua bidestilada
b) Aplicar o a fita impregnada com o corante
c) Aguardar de 15 a 20 segundos.

3. Resultados (apés 15 a 20 segundos)

a) Positivo — coloragao roxa ou preta.

b) Negativo — coloracao amarela.
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APENDICE VII — Teste da Fluorescéncia

Summanen et al (1993) descreve os procedimentos para execugao do teste

complementar de fluorescéncia. O emprego de meio de cultura contendo sangue de

carneiro ou coelho intensifica a deteccdo de fluorescéncia de Porphyromonas e

Prevotellas pigmentadas.

1. Procedimentos

As placas de cultura devem ter sido incubadas pelo menos por 7 dias.

Expor uma placa de cultura bem proxima a luz ultra-violeta.

Aguardar algum tempo.

Observar se as colénias oferecem coloracao vermelha

Se o resultado for negativo, adicionar Adicione 0,1mL de metanol 100% a um tubo
de Eppendorf, emulsionando uma colénia ou varias colénias de um mesmo
microrganismo no metanol. Observe na camara escura sob luz UW-UV. Se néo
houver mudanca de cor esta confirmado o resultado negativo, se desenvolver uma
fluorescéncia vermelha é demonstrado um resultado positivo. Colénias
pigmentadas de negro que fluorescem sob a luz UV podem ser supostamente
identificadas como pertencentes ao grupo das P. intermedia/nigrescens ou P.

melaninogenica.
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APENDICE VIII - Fluxograma para selecdo do kit de identificacdo microbiana,
baseando-se em morfologia da célula, coloracdo de Gram,
requerimento gasoso, teste de catalase e teste de oxidase.

TESTE DE OXIDASE POSITIVO —— APINH
ANAEROBIO FACULTATIVO |:
TESTE DE OXIDASE NEGATIVO —— API 20 E
~ GRAM-NEGATIVO
ANAEROBIO ESTRITO —— RAPIDID 32 A
BACILO
ANAEROBIO FACULTATIVO —— RAPID ID 32 A
L GRAM-POSITIVO
ANAEROBIO ESTRITO ——  RAPIDID 32 A
TESTE DE CATALASE POSITIVO —— AP120 Staph
ANAEROBIO FACULTATIVO |: ,
TESTE DE CATALASE NEGATIVO — AP120 Strep
_ GRAM-POSITIVO
ANAEROBIO ESTRITO ——— RAPID ID 32 A
coCo
ANAEROBIO FACULTATVO ——  Api NH
L. GRAM-NEGATIVO
ANAEROBIO ESTRITO —— RAPIDID 32 A
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APENDICE IX - Kits para Identificagdo Microbiana

1. API 20 Strep - BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France.

1.1. Descricao
Api 20 Strep € um método padronizado que combina 20 testes bioquimicos
que permitem a identificagdo, em grupos ou espécies, da maioria dos Streptococcus

encontrados na microbiologia médica.

A fita do Api 20 Strep consiste em 20 microtubos contendo substratos
desidratados para demonstragéo da atividade enzimatica ou fermentagéo de agucares.

Os testes enzimaticos sdo inoculados com uma suspensao densa de
microrganismos, feita de uma cultura pura, que é utilizada para reidratar os substratos
enzimaticos. Os produtos metabdlicos finais produzidos durante o periodo de incubacao
sao revelados através de reacoes caracterizadas por alteragées cromaticas que ocorrem
espontaneamente ou por adicao de reagentes.

Os testes de fermentacao s&o inoculados com um meio enriquecido (APl GP
Medium) que reconstituem os substratos de agucares. A fermentagcdo de carboidratos é
detectada por uma mudanca no indicador de pH.

As reacbes sdo lidas de acordo com o quadro de leitura do manual do
fabricante, e a identificagdo obtida no catalogo “Api 20 Strep Analytical Profile Index”, ou

via site do fabricante na internet.

1.2. Procedimentos para identificacao

Microrganismos séo cultivados em placas de &gar-sangue por 18-24 horas a
37°C, em condi¢Oes aerobicas ou anaerdbicas, de acordo com as melhores condigdes de
crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e

coloracdo do Gram, producéo de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos
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permitem a identificagdo primaria das amostras como cocos Gram-positivos, catalase

negativos e anaerobios facultativos.

Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculacdo da bactéria no meio
para suspensdo “Suspension Medium” ou em agua destilada estéril, para formar uma
suspensao bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrao de McFarland 4.
Cinco mL de agua sao colocados no recipiente de incubagéao para manter a umidade da
atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa.

Uma pipeta estéril é entdo utilizada para preencher os microtubos da tira do
Api Strep com o in6culo bacteriano preparado até a metade da fita (até o teste da
arginina-ADH). A seguir, abre uma ampola de “APl GP Medium” e transfere o resto da
suspensdo para dentro dela, mistura bem, e preenche a segunda metade da fita (testes
de ribose-RIB até glicogénio-GLYG). O recipiente para incubagao é tampado, e incubado
a 37°C por 4 horas.

Apobs o periodo de incubagao, sdo adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 no
teste do piruvato de sodio (VP); ZYM A e ZYM B no teste de PYRA até LAP, e NIN no
teste HIP.

Todas as reagdes sdo lidas baseadas em cores que séo classificadas como
reagdes positivas e negativas de acordo com o quadro do item.

Os resultados sdo colocados em uma folha de resposta, os numeros
correspondentes as reacoes positivas sdo somados, e os cbédigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sao interpretados no catalogo
“Api Strep Analytical Profile Index”, ou no site do fabricante.
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2. Rapid ID 32 Strep - BioMérieux SA, Marcy-I’Etoile, France.

2.1 Descricao

Rapid ID 32 A é um sistema de identificagdo para estreptococos e
microrganismos relacionados utilizando testes enzimaticos estandardizados e
miniaturizados. Cada Kit contém 25 fitas, recipientes para incubacgéo, folhas de resultados
e um manual do Kit. Cada fita consiste de 32 cupulas que sao utilizadas para testes e
contém substratos desidratados.

Ap6s o periodo de incubacdo de 4 horas, as reagdes podem ser lidas
visualmente, e a identificagdo obtida usando o catalogo “Rapid ID 32 A Analytical Profile

Index” ou o site do fabricante na internet.

2.2. Procedimentos para identificacao

Microrganismos sdo cultivados em placas Agar sangue. A cultura pura foi
anteriormente confirmada pela morfologia e coloracdo de Gram, producao de catalase e

requerimento gasoso.

Um swab estéril de algodéao é utilizado para inoculagdo da bactéria no meio
liquido “Suspension Medium” ou em agua destilada estéril para formar uma suspensao

bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrao de McFarland 4,0.

Uma pipeta estéril € entdo utilizada para preencher as clpulas com o indculo
bacteriano preparado no “Suspension Medium”. Duas gotas de 6leo mineral sao
adicionadas a cupula URE (1.0). O recipiente para incubagcéao é tampado, e incubado a

37°C anaerobicamete por 4 horas.

Apds o periodo de incubagao, sao adicionados os reagentes VP A e VP B no
teste do VP (cupula 0.0); FB nos testes APPA a GTA (cupulas 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 e 0.5); e
NIN no teste de HIP (cupula 0.6). Todas as reagbes sao lidas apés 5 minutos baseadas

em cores que sao classificadas como reagdes positivas e negativas.
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Os resultados sdo colocados em uma folha de resposta, os numeros
correspondentes as reacgdes positivas sdo somados, e os cbédigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sao interpretados no catalogo
“Rapid ID 32 StrepAnalytical Profile Index” ou a leitura é feita site do fabricante na internet.

3. API Staph - BioMérieux SA, Marcy-I’Etoile, France

3.1. Descricao

Api Staph (#20500) é um sistema de identificacdo dos géneros
Staphylococcus e Micrococcus utilizando testes bioquimicos padronizados. O sistema
consiste de uma tira contendo substratos desidratados em microtubos individuais. Os
testes sdo realizados adicionando a cada tubo uma aliquota do meio “Api Staph Medium”
que foi inoculado com a amostra bacteriana a ser estudada. Cada Kit contém 25 tiras,
recipientes para incubacdo, ampolas de “Api Staph Medium”, folhas de resultados e um
manual do Kit. A identificacdo das amostras pode ser interpretada no catalogo “Api Staph

Analytical Profile Index” ou no site do fabricante na internet.

3.2. Procedimentos para identificacao

Microrganismos séo cultivados em placas de agar-sangue por 18-24 horas a
37 °C. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloragdo do Gram,
producdo de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos permitem a
identificacdo primaria das amostras como cocos Gram-positivos, catalase positiva e

aerdbios ou anaerdbios facultativos.

Um swab estéril de algodéao é utilizado para inoculagdo da bactéria no meio
liquido “Api Staph Medium” para formar uma suspensao bacteriana homogénea com a

turbidez equivalente ao padrao de McFarland 0,5.

Cinco mL de agua séo colocados no recipiente de incubagédo para manter a

umidade da atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa.
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Uma pipeta estéril é entdo utilizada para preencher os microtubos da tira do
Api Staph com o inéculo bacteriano preparado no “Api Staph Medium”, evitando a
formacao de bolhas. Apds preencher toda a tira, os tubos contento os testes da arginina
(ADH) e uréia (URE) sao preenchidos com 6leo mineral para promover anaerobiose. O
recipiente para incubacao é tampado, e incubado a 37°C por 18-24 horas.

Apobs o periodo de incubacao, sao adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 no
teste do piruvato de sodio (VP); NIT 1 e NIT 2 no teste do nitrato de potassio (NIT); e ZYM
A e ZYM B no teste do &cido b-nafttil fosfato (PAL). Todas as reagdes sao lidas baseadas
em cores que sao classificadas como reagdes positivas e negativas de acordo com o
quadro do item 2.4. Os resultados sé&o colocados em uma folha de resposta, os nimeros
correspondentes as reagdes positivas sdo somados, e os cddigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sao interpretados no catalogo
“Api Staph Analytical Profile Index”.

4. Rapid ID 32 A - BioMérieux SA, Marcy-I’Etoile, France

4.1. Descricao

Rapid ID 32 A é um sistema de identificagéo para anaerobios utilizando testes
enzimaticos estandardizados e miniaturizados. Cada Kit contém 25 fitas, recipientes para
incubagao, folhas de resultados e um manual do Kit. Cada fita consiste de 32 cupulas, 29
das quais sao utilizadas para testes e contém substratos desidratados. Apds o periodo de
incubacao de 4 horas, as reagées podem ser lidas visualmente, e a identificacdo obtida
usando o catalogo “Rapid ID 32 A Analytical Profile Index” ou o site do fabricante na

internet.

4.2. Procedimentos para identificacao

Microrganismos sdo cultivados em placas contendo Fastidious Anaerobe Agar
mais sangue de carneiro desfibrinado por 24-48 horas a 37°C anaerobicamente. A cultura
pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloracdo de Gram, produgao de

catalase e requerimento gasoso.
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Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculacdo da bactéria no meio
liquido “Suspension Medium” ou em agua destilada estéril para formar uma suspensao

bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrao de McFarland 4,0.

Uma pipeta estéril € entdo utilizada para preencher as cupulas com o inoculo
bacteriano preparado no “Suspension Medium”. Duas gotas de 6leo mineral sao
adicionadas a cupula URE (1.0). O recipiente para incubacao é tampado, e incubado a
37°C em anaerobiose por 4 horas.

Apobs o periodo de incubacgao, sao adicionados os reagentes NIT 1 e NIT 2 no
teste do NIT (cupula 0.0) para verificar a redugdo de nitratos; JAMES no teste IND
(cupula0.1) para verificar a producao de indol; e FB nos testes de PAL a SerA (cupula 0.2
a 0.E). Todas as reagdes sao lidas baseadas em cores que sado classificadas como
reagOes positivas e negativas.

Os resultados s&o colocados em uma folha de resposta, os numeros
correspondentes as reagdes positivas sdo somados, e os cddigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sao interpretados no catalogo
“Rapid ID 32 A Analytical Profile Index” ou no site do fabricante.

5. Api 20 C AUX

5.1 Descricao

Api 20 C AUX é um sistema de identificagao preciso para a maioria dos fungos

encontrados na clinica microbioldgica.

O API 20 C AUX consiste em 20 microtubos contendo substratos desidratados
para demonstragdo da atividade enzimatica ou fermentagéo de agucares. Os microtubos
sao inoculados com um meio semi-sélido e os fungos crescerdo apenas se forem capazes
de utilizar cada substrato. As reagcbes sao lidas em comparacdo com o crescimento
controle e identificacdo é obtida pelo catalogo Analytical Profile Index ou usando um
programa computadorizado de identificagao.
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5.2. Procedimentos para identificacao

Microrganismos séo cultivados em placas de Agar Sabouraud 18-24 horas a
37 °C, em condicbes aerdbicas ou anaerdbicas, de acordo com as melhores condi¢des de
crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e
coloracado do Gram, producéo de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos
permitem a identificagdo primaria das amostras como cocos Gram-positivos, catalase

negativos e anaerodbios facultativos.

Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculacao da bactéria em 2 mL
meio para suspensdo “Suspension Medium” ou em agua destilada estéril, para formar
uma suspensdo bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrdo de
McFarland 2. Sdo colocados 100 y L no tubo “C Medium”. Uma pipeta estéril é entao
utilizada para preencher os microtubos da tira do API C AUX com o in6culo bacteriano
preparado C Medium. Evite a formagao de bolhas. Incubar a 30°C por 48-72 horas.

Apobs o periodo de incubagao checar o crescimento, apds 48 h o GLU deve
estar mais turvo que o controle (cupula “0” da galeria) para ser interpretada a leitura d e
toda galeria. Através do catalogo “Analytical Profile Index” os resultados numéricos

obtidos pelas reagdes podem ser identificados.

6. RaplD NH system - Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., USA.

6.1. Descricao
O sistema RapID NH é um método miniaturizado qualitativo empregado para
identificacdo de espécies clinicamente significantes de Neisseria e Haemophilus, e

também Eikenella e Actinobacillus, através de substratos convencionais e cromogénico.

Cada Kit consiste de 20 recipientes para testes de RaplD NH, blocos de

anotagdes para resultados e um manual de instrugdes.

Apo6s 4 horas de incubagao as reagoes sao obtidas através da leitura visual.
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Identificac6es sao realizadas usando cada escore de teste individual, em
conjunto com as informacgdes obtidas através da morfologia colonial, coloragdo de Gram,
producdo de catalase e requerimento gasoso. O resultado padrdo do escore positivo e
negativo € usado como base para identificacdo do teste isolado pela comparacado dos
resultados obtidos com resultado padrao que é encontrado no manual de dados (Rapl/D
NH System Code Compendium).

O recipiente de teste RaplD NH e reagentes devem ser estocados a 2-10°C. O fluido para
inoculagéo RapID (RapID Inoculation Fluid), deve ser estocado a 15-30°C, na embalagem

original.

6.2. Procedimentos para identificacao

Os microrganismos sdo subcultivados em placas contendo FAA + 5% de
sangue de carneiro por 18 a 24 horas a 370 C. As culturas puras sao primariamente
checadas pela morfologia da colénia, coloragdo de Gram, producdo de catalase e

requerimento gasoso.

Um swab estéril é usado para inoculagdo das col6nias bacterianas no fluido
de inoculacado RaplID. A suspensdao do microrganismo que sera testado deve atingir no
minimo o equivalente ao padrdo MacFarland 3 (uma suspensao com turbidez menor que
o padrao MacFarland 3 pode comprometer o desenvolvimento do teste). As suspensdes
sdo agitadas (se necessario) e usadas até 15 minutos do preparo. A pelicula de protecao
do recipiente é devidamente deslocada para a inoculagao bacteriana.

Uma pipeta estéril € introduzida na suspenséo bacteriana e todo o contetdo €
transferido para o recipiente de teste, na cupula do canto direito superior. O recipiente
para teste é entdo selado novamente pela pelicula de protegdo, mantendo-o em posi¢ao
horizontal em superficie plana. Este é gentilmente inclinado, de forma que a suspensao
seja distribuida uniformemente nas cupulas superiores. Em seguida o recipiente é

inclinado aproximadamente 45° C durante 4 horas.

Apés a incubagéo do recipiente, cada cavidade é examinada quanto a reagao
enzimatica, observando presenca ou auséncia de coloracdo, sendo este o primeiro

resultado.
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Ao adicionarmos os reagentes nas cavidades de teste especificas, obtém-se o
segundo resultado, através da reacdo do reagente e observando-se a alteracao de cor. O
resultado obtido € comparado com o padrao, que é encontrado no manual de dados.
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APENDICE X — Extracdo do DNA microbiano

Os procedimentos de extracdo foram realizados utilizando-se o conjunto

QIAmp mini Kit. (QYAGEN, Valencia, Califérnia, EUA, Ref. 51306 — 250 reagdes)

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Remover 300puL da amostra e adicionar a um eppendorf de 1,5mL.
Adicionar 180 pL de ATL e 20 uL de Proteinase K.

Agitar e incubar a 56°C por 2 horas.

Adicionar 200 pL de AL.

Agitar e incubar a 70°C por 10 min em banho seco.

Adicionar 200 pL de etanol puro.

Agitar e transferir para os tubos com filtros/colunas.

Centrifugar a 8000 rpm por 1 min.

Transferir o filtro para o outro tubo vazio do kit.

Adicionar 500 pL de AW1.

Centrifugar a 8000 rpm por 1 min.

Transferir a coluna para outro tubo.

Adicionar 500 pyL do AW2.

Centrifugar a 13000 rpm por 3 min.

Transferir o filtro para um eppendorf normal de 1,5mL com tampa.
Adicionar 100 pL de AE e aguardar 3 minutos.

Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

Armazenar o DNA extraido a -20°C.
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APENDICE XI - Métodos para realizagdo das Técnicas Moleculares de PCR
Simples e Nested-PCR.

PREPARO DOS PRIMERS

Quando receber os primers, fazer a reidratagdo dos primers e preparar uma
solucao de trabalho.

1. Centrifugar o tubo com o primer liofilizado por 1 minuto, 10.000 rpm a 4°C.

2. Adicionar 1TmL de agua Milli-Q ou Tampao TE e verificar na bula do primer a
molaridade do primer em nmoles. No final, vocé ter4d uma solu¢gdo com primer na
concentar¢gdo em pM.

3. Esperar o primer hidratar por 2 minutos.

Homogeneizar no vortex por 15 segundos.

Preparar solugéo de trabalho na concentragdo desejada.

IMPORTANTE
M mM pM nM pM fM
1M 10° M 108 M 10° M 102 M 107 M

A MOLARIDADE expressa a concentracdo de uma solugao em Molar.
1 Molar = 1 mol de soluto em 1L de solucéo.

Por sua vez,
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1 mol de soluto = massa molecular em gramas do soluto.
E, a

Massa molecular do soluto = soma das massas atémicas que compde o soluto.

Por isso, quando misturamos o primer (pd) que esta na concentracdo em nmol com 1mL

de 4gua, vamos obter a concentra¢do da mistura em pM.

1nmol/1mL=1.10"mol/1.10°L=1.10°mol/L = 1.10° M = 1uM

PREPARO DAS dNTPs (100mM dNTPSet , Invitrogen, Sao Paulo, Sao Paulo, cod
10297-018)

Solugéao Original

Na caixa ha quatro tubos com 250 uL de cada dNTP.

Preparo da SOLUCAO MAE a partir da Solucéo original

Segundo o fabricante, se pipetarmos volumes iguais de cada uma das dNTPs e
misturarmos em um Eppendorf, obteremos uma Solucao Mae com uma molaridade de
25mM.

Entdo, vamos preparar uma solucdo mae com Vgna de 20ul e molaridade final de
25mM.
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5ulL de ANTP + 5uL de GNTP + 5uL de CNTP e 5ul de TNTP

Solucdo Mae com VgepnaL = 20 uL € MeaL = 25 mM.

Preparo da SOLUCAO DE TRABALHO a partir da Solucido Mae

Esta solucao tera um volume final de 100 uL com uma molaridade final de 2,5 mM.

IVlméle X Vmée = IVltrabalho X Vtrabalho
Mmée =25 mM, Vmée =7

Mtrabalho = 255 mM, Vtrabalho =100 },ll_

Preciso saber o quanto em volume em tenho que pegar da SOLUCAO MAE e misturar em
agua milli-Q para obter uma SOLUCAO DE TRABALHO a 2,5 mM e num volume de
100uL.

Mmée X Vmée = Mtrabalho X Vtrabalho

25 MM X Ve = 2,5 mM x 100 uL

Vmée = 10 HL

Pegar Vinae + Vagua miiq Suficiente para completar 100pL.
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10uL Vinge + 90uL agua milli-Q.

100uL de SOLUCAO DE TRABALHO a 2,5mM.

PREPARO DA MISTURA PARA A REACAO DE PCR

Em nosso trabalho avaliamos 21 cepas de E. faecalis, portanto o nosso nimero de

amostras é n = 21.

A solugéo para a reagdo de PCR tem varios componentes:

e PRIMER 1

¢ PRIMER 2

e 10x PCR Buffer

e MgCl,

e Taq DNA Polymerase
e dNTPs

Essa solucdo e o DNA extraido ira para o termociclador.
O volume total dessa solugao é dado no artigo de referéncia. No artigo

também temos referéncias das concentragcdes e/ou volumes de cada um dos
componentes. Entdo, muitas vezes os reagentes que o artigo sugerem e 0s que
possuimos no laboratério tém concentragdes diferentes. Assim temos que proceder o
ajuste de nossos compostos, principalmente através da variacdo de volume de cada
reagente empregado, para obtermos uma solucédo para a reacdo de PCR semelhante a
sugerida pelo artigo. Comparando:

Para 30uL (volume de uma amostar) o autor usou:

e 6pmol de PRIMER A
e 6pmol de PRIMER B
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e 100uM de dNTPs
e 2U TagDNA Polymerase
e 3uL 10x PCR Buffer

Para os PRIMERS A e B, o autor usou:

6pmol em 30uL, ou seja:

6pmol / 30uL = 0,2 pmol/uL

Na equacao, 1 pmol/1uL = 1uM.

Entao temos que a molaridade dos primers usada é 0,2uM.

A concentra¢do dos nossos primers € 5uM.

Quanto vamos pegar do nosso primer, em ulL, para mantermos a concentragao

sugerida pelo artigo?

Mpriver X Veriver = Martico X VarTico

5 },I,M X VPRIMER = 0,2 l,lM x 30 },I,L

Veriver = 1,2 IJL

Vamos ter que pegar 1,2 uL de cada cada um de nossos primers.
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Para as dNTPs

O autor usou 100uM dNTPs em 30uL.

No6s temos uma Solugao de Trabalho de dNTPs a 2,5mM.

Monte X Vonte = Martico X VagrTico

2,5mM x Vppnte = 0,1 mM x 30 l,lL

Veriver = 1,2 IJL

Vamos ter que pegar um volume de 1,2uL de nossa solugdo de trabalho e
acrescentar aos 30uL da Solugcdo para PCR para termos a mesma concentragdo do

artigo.

Para a TagDNA Polymerase

Se tiver 2U no artigo, colocar 2uL de Taq.

Se tiver 5U no artigo, colocar 5uL de Taq.

O CLORETO DE MAGNESIO é opcional, mas ele favorece a reagdo. Das concentracdes
testadas, a que funcionou melhor foi 2uL. Nunca usar mais cloreto de magnésio que
solucao de 10x PCR Buffer.
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O VOLUME DE AGUA MILLI-Q a ser adicionado é o que falta para completar os 30uL
sugeridos pelo artigo. Entdo, soma-se os volumes de todas as outras solu¢des e coloca a

quantidade que falta para 30uL.

PREPARO DA MISTURA PARA A SOLUCAO DE PCR

COMPONENTES 30uL MOLARIDADE MASTER MIX (x23)
PRIMER A 1,2uL 0,2uM 27,6pL
PRIMER B 1,2ul 0,2 uM 27,60l

10x PCR Buffer 3ulL 69uL

MgCl, 2uL 2mM 46pL

Taq 1ul 23uL
dNTPs 1,2uL 27,6l
H.O 19,4ul 446,2uL

DNA amostra Tul > 1ul

O MASTER MIX é uma solucdo geral que se faz para ser utilizada em todas as
amostras. O numero de amostras € 21, mas fazemos 2 volumes a mais para se ter um

back-up.
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Em um Eppendorf de 200uL, adicionar 29uL de Master Mix + 1uL da solugdo que
contém o DNA bacteriano extraido.

Colocar as amostras no termociclador.

PREPARO DA AGAROSE

Para preparar o gel de agarose devemos saber 0 volume do suporte para gel da

cuba de eletroforese que iremos usar.

Misturar os seguintes componentes, para obter TBE 1x:

100mL de TBE 10x + 900mL de agua destilada

Armazenar em um frasco para meio de cultura.

Esta solucao sera empregada para preparo da agarose e para preencher a cuba
de eletroforese.

PREPARO DO GEL DE AGAROSE CONCENTRAGAO 1%

Gel de agarose (Ultra Pure TM Agarose — Invitrogen #16500-100) 100 g

Fechar bem a bandeja com os vedantes.
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Bandeja Pequena (30mL)

e 30mL de TBE 1%
e 0,30g de agarose.

Bandeja Grande (100mL)

e 100mL de TBE 1%

e 1g de agarose.

1. Colocar no microondas por 1 minuto. Ver se ficou transparente. Caso necessario
colocar mais alguns segundos.

Esperar esfriar um pouco.

Colocar o brometo de etidio (CUIDADO MUITO TOXICO)

Verter na bandeja.

o &~ 0N

Colocar o pente e esperar esfriar.

BROMETO DE ETIDIO

CUIDADO E MUITO TOXICO!!!

Preparar uma SOLUCAO DE TRABALHO de Brometo de Etidio a uma
concentracao de 0,5pg/mL.

Para um gel de 100mL, colocamos 50pL.
CUBA DE ELETROFORESE

A cuba esta com TBE 1x.
Verificar a direcao de corrida (NEGATIVO PARA POSITIVO)
Colocar o gel na cuba com os casulos voltados para o lado NEGATIVO.

0N~

Verificar se ele esté coberto pela solugéo de TBE 1x.
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PREENCHIMENTO DOS CASULOS COM A REACAO DE PCR

1. SELECAO DO MARCADOR

A selecao do marcador depende do tamanho da banda que vocé vai ter.

Marcador: 100bp DNA Ladder (Invitrogen cat n® 15628-019) 50 pg

Misturar 3uL do Ladder com 2uL do x6 Loading Dye Solution em uma lamina de
vidro. Colocar esta mistura no primeiro casulo e no casulo intermediario para que possam
servir como controle.

2. COLOCAGAO DAS AMOSTRAS NA AGAROSE

Misturar em uma lamina de vidro 1uL de Loading Dye Solution e 5uL da reacao de
PCR

3. FONTE DE ELETROFORESE

Programar a corrida para: 80 V e 120mA, por 1 hora a 1,5 hora.
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APENDICE XII — Dados demograficos, caracteristicas clinicas e radiograficas do elemento dental e dos abscesso
periapical presente nos pacientes que participaram do estudo.

DOR

EDEMA

IDADE GENERO DENTE TIPO TEMPO PREVIA COROA PERIOD. TIPO  TEMPO _EXSUD. CANAL MOBIL. ODOR PERIAPICE
1 30 F 31 Localiz.  + 6 dias Sim Higido Gengivite Local 2 Sangue Seco Nao Sim Lesao
2 19 M 11 Difusa 0-2 dias Nao Cérie Gengivite  Difuso 1 Sangue Seco Sim Sim Espess.
3 20 F 26 Difusa 0-2 dias Nao Cérie Gengivite  Difuso 2 Pus Molhado Nao Nao Espess.
4 26 F 11 Localiz.  0-2dias Nao Rest. Saudavel Difuso 2 Pus Molhado Sim Sim Leséo
5 23 F 11 Localiz.  0-2 dias Nao Higido Saudavel Difuso 3 Sangue Seco Sim Nao Lesao
6 31 F 12 Localiz.  3-5dias Nao Rest. Saudavel Local 3 Pus Molhado Sim Sim Lesao
7 23 M 16 Localiz.  0-2 dias Sim Rest. Gengivite  Difuso 1 Sangue Seco Nao Sim Lesao
8 42 M 12 Localiz.  + 6 dias Sim Rest. Saudavel Local 3 Pus Molhado Sim Sim Lesao
9 42 F 37 Localiz.  0-2dias Nao Carie Gengivite Local 2 Sangue Molhado Sim Sim Lesao
10 39 F 22 Localiz.  0-2dias Nao Rest. Saudavel Local 1 Sangue Seco Sim Sim Lesao
11 21 F 36 Localiz.  3-5dias Sim Rest. Saudavel Local 2 Pus Molhado Sim Nao Leséo
12 44 F 26 Localiz.  3-5dias Nao Rest. Saudavel Local 2 Pus Seco Sim Sim Leséo
13 45 F 24 Difusa 3-5 dias Sim Carie Saudavel Local 3 Pus Molhado Sim Sim Espess.
14 54 F 13 Difusa 0-2 dias Sim Rest. Gengivite Local 1 Pus Molhado Sim Sim Lesao
15 26 F 46 Difusa 3-5 dias Nao Carie Gengivite Local 1 Pus Molhado Sim Nao Lesao
16 32 F 25 Localiz.  3-5 dias Nao Carie Saudavel  Local 1 Pus Molhado Nao Nao Espess.
17 30 M 22 Localiz.  0-2 dias Nao Higido Saudavel  Local 1 Sangue Molhado Nao Nao Espess.
18 44 F 16 Localiz.  + 6 dias Sim Carie Gengivite  Local 6 Pus Molhado Sim Sim Leséo
19 34 F 24 Localiz.  + 6 dias Nao Rest. Saudavel  Local +7 Sangue Seco Nao Nao Leséo
20 27 M 36 Difusa  3-5 dias Sim Rest. Gengivite  Difuso 1 Sangue Molado Sim Sim Espess.

* Period = caracteristicas do periodonto; Exsud. = exsudato; Mobil. = mobilidade; Localiz. = localizada; Espess. = espessamento do
ligamento periodontal apical, observado no exame radiografico; Rest. = restaura¢do; M = masculino; F = feminino
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APENDICE XIII — Estruturas das comunidades microbianas e espécies microbianas isoladas/detectadas em amostras
pareadas de canais radiculares e abscessos periapicais.

t-RFLP Cultura Microbiana PCR Nested-PCR
Canal Rad. Abscesso Ambos Canal Rad. Abscesso Canal Rad. Abscesso Canal Rad. Abscesso
A odoniolycus F.aloois
Bl ureolvticus P. endodontalis
F' magr{az P. gingivalis T. socranskii
C1 NE: 9,5 NE: 14,5 N2: 0,50 : . P. micros P. intermedia .. :
ID: 2,94 ID: 2,29 IS: 0,01 g.rgggt;g/grum Nenhum P. nigrescens P. micros T. socranskii ; fnrzgz\,;(])rum
P' ingivalis P. nigrescens ’
P: agc ngs P. tannerge
Prevotella. spp T. forsythia
B. adolescentis
Bifidobacterium spp.
gar’:) l;ozg RIS Capnocytophaga spp.
. G. movbilorum Clostridium spp. F. alocis F.alocls
C2 NI_E' 9,5 NE' 7,5 Nf' 5.5 P. buccae L G P. endodontalis P. endodontalls Nenhum T. socranskii
ID: 2,56 ID: 2,70 IS: 0,63 o P. buccae ; P. micra
P. disiens .. T. forsythia ;
. P. loescheii P. nigrescens
P. endodontalis .
; . P. oralis
P. intermedia
P. micros
P. oralis
C. bifermentans . T. denticola T. denticola
c3 NE: 9,5 NE: 23,5 N2: 4,0 G. morbillorum Nenhum P. micra g ’e;;gcr)gonta/ls T. socranskii T. socranskii
ID: 2,96 ID: 1,85 IS: 0,12  P. buccae ' P. niarescens T. medium T. medium
P. micra - g T. vincentii T. vincentii
A. prevotii .
. F. alocis T. amylovorum
. . 0. E. lenta F. nucleatum F. alocis . )
NE_' 13,5 NI_E' 2,5 N -0 P. buccae P. micra P. endodontalis P. erydodontahs T denticola . T. socranskii
C4 ID: 2,47 ID: 3,82 IS: 0,01 =) Gl P. oralis P. niarescens P. nigrescens T. socranskii
P. Tl ’ - g T. forsythia T. vincentii

*t-RFLP = Analise do Polimorfismo do Fragmento Terminal de Restri¢do; Canal. Rad = amostra do canal radicular; Abscesso = amostra do abscesso; NE =
numero de espécies; ID = Indice de diversidade de Shannon-Wiener; N® = Numero de espécies compartilhadas; IS = Indice de similaridade de Bray-Curtis.
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APENDICE XIII — Estruturas das comunidades microbianas e espécies microbianas isoladas/detectadas em amostras
pareadas de canais radiculares e abscessos periapicais (Continuagdo).

t-RFLP Cultura Microbiana PCR Nested-PCR
Canal Rad. Abscesso Ambos Canal Rad. Abscesso Canal Rad. Abscesso Canal Rad. Abscesso
C. difficile ..
A. prevotii . T. amylovorum
NE: 13,0 NE: 11,0 N2:5,5 CErmeEapEnD, B. ureolyticus P. nigrescens P. er_ldodonta//s T. medium L G !ovorum
C5 . . ; F. necrophorum o p P. nigrescens .. T. denticola
ID: 2,59 ID: 2,73 1S: 0,11 H. parainfluenzae Clostridium spp.  T. forsythia T forsvihia T. socranskii T vincentii
P. parainiit G. morbillorum ! 4 T. vincentii .
. propionicum
P. disiens
P. intermedia E. faecalis ; Z’e’%’i‘;“;‘;amm T. denticola
C6 NE: 13,0 NE: 11,0 N 7,5 = ol g Nenhum P. endodontalis  P. nigrescens T. medium L S 17
ID: 2,51 ID: 2,61 1S:0,38 C. acetobutyricum o ) ; .. T. amylovorum
; P. nigrescens T. socranskKii y
G. morbillorum , T. medium
A .. E. faecalis
. prevotii.
A. prevotii
B. capillosus F. alocis
C. tetani P. nigrescens ; ZZ%Iigz‘I)amm T. amylovorum
NE: 23,5 NE: 16,0 Ne: 2,5 E. limosum , P. endodontalis : . T. denticola
7 p.177 ID:2,22  1S:014  F. magna e T. forsythia P.intermedia 1 MedUM T medium
P. buccae P. micra T. vincentii T. socranskii
P. intermedia T. forsythia ’
P. micra
B. ureolyticus
C. bifermentans B. ureolvticus T. denticola ; ZZ}; :;)cvglrau m
cs NE: 33,0 NE: 10,0 Ne: 3,5 C. botullinum C}os tri du}:n s F. alocis F. alocis T. medium T medium
ID: 1,54 ID:3,03  1S:0,10  P. acnes PP- p_gingivalis T. forsythia T. socranskii : »
P ainaivali P. buccae T. vincentii T. socranskii
- gingivans : T. vincentii
P. micra
NE: 9,0 NE: 22,5 Ne: 1,5 F. magna , .
Cc9 ID: 3,07 ID: 2,08 IS: 0.09 P. micra Nenhum P. micra Nenhum Nenhum T. socranskKii

* t-RFLP = Analise do Polimorfismo do Fragmento Terminal de Restricdo; Canal. Rad = amostra do canal radicular; Abscesso = amostra do
abscesso; NE = nimero de espécies; ID = Indice de diversidade de Shannon-Wiener; N® = Nimero de espécies compartilhadas; IS = Indice de

similaridade de Bray-Curtis.
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APENDICE XIII — Estruturas das comunidades microbianas e espécies microbianas isoladas/detectadas em amostras
pareadas de canais radiculares e abscessos periapicais (Continuagdo).

t-RFLP Cultura Microbiana PCR Nested-PCR
Canal Rad. Abscesso Ambos Canal Rad. Abscesso Canal Rad. Abscesso Canal Rad. Abscesso
C. albicans
Clostridium spp.
. . 0.
C10 NE' 23,5 NE' 16,0 N ; 5.0 F. nucleatum Nenhum P. endodontalis Nenhum T. socranskKii T. socranskKii
ID: 3,02 ID: 2,64 1S: 0,02 .
P. disiens
P. micra
C T. amylovorum
Listeria spp. . )
NE: 33,0 NE: 10,0 Ne: 2,5 E. faecalis P. pneumotropica P. endodontalls ol <l
C11 p.os7 ID:2,83  1S:0,01  Neisserias S. lentus P. micra Nenhum N Lo QL7
e 7 Y Pp- S.malto hilia P. nigrescens T. socranskii
P T. vincentii
E. coli,
NE: 9,0 NE: 8,0 N2: 1,0 G. morbillorum P. anaerobius T. socranskii T. denticola
C12° p.o33 ID:2,98  1S:047 S epidermidis S. epidermidis Nenhum Nenhum T. vincentii T. socranskii
S. maltophilia
A. naeslundii
’g' Z‘:gg;f,/t};gﬁgs B. ureolyticus F. alocis
NE: 11,0 NE: 10,0 Ne: 0,5 ; . P. disiens P. endodontalis . T. amylovorum
i ID: 3,16 ID: 1,77 IS: 0,02 © robqty cum — p_acnes P. micra P. nigrescens T. socranskii aagycecl
G. morbillorum ; .
; Veillonella spp. P. nigrescens
P. oralis
Veillonella spp.
A. naeslundii . .
NE: 9,0 NE: 8,0 N¢: 15,5 . . . T. denticola T. denticola
Cl4 p.211 ID:138  1s:0,05 £ cof E R " °"cocontals  Nenhum T. socranskii  T. socranskii
F. alocis
.. B. ureolyticus P. endodontalis
C. tyrobytiricum p . L
NE: 11,0 NE: 10,0 Ne: 0,5 P. anaerobius &7 robuty gicumy P er_rdo_doqtalls P. gingi vaﬂs T. denticola T. denticola
C15  p.356 ID:2,74  1S:0,19  P. acnes 2 e P. gingivalis P. intermedia T. socranskii T. socranskii
- 7 T V;eilonella s P. intermedia T. forsythia P. micra ’ ’
Pp- P. oralis P. nigrescens
P. tannerae

* +-RFLP = Andlise do Polimorfismo do Fragmento Terminal de Restricdo; Canal. Rad = amostra do canal radicular; Abscesso = amostra do
abscesso; NE = numero de espécies; ID = Indice de diversidade de Shannon-Wiener; N? = Numero de espécies compartilhadas; IS = Indice de

similaridade de Bray-Curtis.
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APENDICE XIII — Estruturas das comunidades microbianas e espécies microbianas isoladas/detectadas em amostras
pareadas de canais radiculares e abscessos periapicais (Continuagdo).

t-RFLP Cultura Microbiana PCR Nested-PCR
Canal Rad. Abscesso Ambos Canal Rad. Abscesso Canal Rad. Abscesso Canal Rad. Abscesso
A. prevotii .
; F. alocis
B. ureolyticus . F. nucleatum
. . 0.
C16 NE_' 14,5 NE_' 9,0 N ; 35 C. bifermentans  P. acnes P. en_dodonta//s P. nigrescens T. socranskii T. maltophylum
ID: 3,27 ID: 2,68 IS: 0,34 . P. micra )
G. morbillorum P. nigrescens T. forsythia
P. intermedia - g
; T. amylovorum
NE: 16.0 NE: 5.5 Ne: 1.0 B. ureolyticus g gg;glllorum F. alocis F. alocis T. denticola
C17 ID'.3 Oé D- 4 66 IS'. 0 ’07 E. limosum P. intermedia P. endodontalis  P. endodontalis T. socranskii T. medium
- v T P. buccae P. ) . T. forsythia T. forsythia T. socranskii
. melaninogenica T vi >
. vincentii
A. prevotii
. . 0. Neisseria spp. C. tyrobutyricum F. alocis P
C18 I'\IIZ)E 29255 I'\IIDE 2212 ;5 :\ls g ’3(,) 0 P. buccae P. gingivalis P. gingivalis ¢ ?.! ’:SQ ';/ﬁil;s T. socranskii Nenhum
- - T P. acnes P. buccae T. forsythia ’ y
P. acnes
A. naeslundii
A. naeslundii B. ureolyticus
E. limosum C. acetobutyricum
NE: 24,0 NE: 31,0 N2: 0,5 G. morbillorum Clostridium spp. . " T. medium
C19  p.571 ID:371  1S:049  P. gingivalis E. limosum P. endodontalis - Nenhum T.socranskil 1 4 ranskii
P. propionicum F. varium
P. micra
P. endodontalis
A. prevotii )
. P. endodontalis .
. . 0. . C. botulinum : : T. denticola T. amylovorum
Cc20 I'\Il:)E 271’% I'\Il:)E '21&,5 :\IS g ’SO g l;%il;ggum G. morbillorum T. forsythia /IZ /nr;ter;rggg;]as T. medium T. denticola
nT T T ’ P. disiens - g . T. socranskii T. medium
P acnes T. forsythia

* t-RFLP = Analise do Polimorfismo do Fragmento Terminal de Restricdo; Canal. Rad = amostra do canal radicular; Abscesso = amostra do
abscesso; NE = nimero de espécies; ID = Indice de diversidade de Shannon-Wiener; N® = Nimero de espécies compartilhadas; IS = Indice de

similaridade

de
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Bray-Curtis.



