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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi identificar Enterococcus spp., Staphylococcus spp.,
Candida spp. e enterobactérias na saliva ¢ a microbiota do material restaurador e dos canais
radiculares de 30 pacientes que apresentavam algum dente com insucesso endoddntico e
estudar a suscetibilidade antimicrobiana das cepas de E. faecalis isoladas dos canais
radiculares destes pacientes. A metodologia utilizou meio de transporte, cultura € incubagéo
que propiciaram o crescimento de bactérias anaerdbias estritas e facultativas e diversos
meios seletivos para isolamento de Enferococcus spp., enterobactérias, leveduras e fungos.
Do total de 114 espécies bacterianas isoladas nos canais radiculares, 81,5% eram bactérias
anaerébias facultativas, 18,5% anaerébias estritas, 86% Gram-positivas e 14% Gram-
negativas. Os géneros bacterianos isolados dos canais radiculares foram: Staphylococcus
(15/50%), Streptococcus (11/36,7%), Actinomyces (12/40%), Enterococcus, Gemella
(8/26,7%), Propionibacterium, Clostridium (4/13,3%), Peptostreptococcus,
Bifidobacterium, Eubacterium (3/10%), Lactobacillus, Prevotella (2/6,7%), Candida
(1/3,3%). Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Candida spp. e enterobactérias foram
isolados em 26,7%, 50%, 3,3% e 16,7% dos canais radiculares, em 20%, 40%, 6,7 % e
13,3% das coroas e em 43,3%, 56,7%, 50% ¢ 26,7% da saliva, respectivamente. As cepas
de E. faecalis isoladas (8/30) foram testadas através do método E-test, sendo 100%
suscetiveis & amoxicilina + 4cido clavulanico e & gentamicina, 87,5% suscetiveis a
amoxicilina e moxifloxacina ¢ 60% & ciprofloxacina. Entretanto, 100% das cepas foram
resistentes a clindamicina € metronidazol, 87,5% a azitromicina e rifampicina. Conclui-se
que a microbiota de dentes com insucesso endoddntico € composta principalmente por
bactérias anaerObias facultativas, predominantemente Gram-positivas. Os géneros
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Actinomyces spp. € E. faecalis foram os mais
prevalentes em canais radiculares. Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Candida spp. €
enterobactérias foram 1dentificados na saliva, na corca ¢ nos canais radiculares. Os
antimicrobianos mais efetivos contra E. faecalis foram amoxicilina + dcido clavulénico ¢
gentamicina.

Palavras-chave: endodontia, microbiologia, antibidticos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Candida spp.
and enterobacteria in the saliva, to identify microorganisms in the restorative material of the
crown and in the root canal of 30 failed endodontically treated teeth with periradicular
lesion and to test antibiotic susceptibility of E. faecalis isolates from obtured root canal.
The transport media, specific culture media and adequated gaseous requirement were used
to isolate as many as strict and facultative anaerobes as possible. Seleted media were used
to isolate Enterococcus spp., enterobacteria and yeasts. From the 114 microorganisms
isolated from the root canals, 81.5% were facultative anaerobes and 18.5% strict anaerobes,
86% were Gram-positive and 14% Gram-negative microorganisms. The most frequently
bacterial genera recovered from the root camals were: Staphylococcus  (15/50%),
Streptococcus  (11/36.7%), Actinomyces (12/40%), Enterococcus, Gemella (8/26.7%),
Propionibacterium, Clostridium (4/13.3%), Peptostreptococcus, Bifidobacterium,
Eubacterium  (3/10%), Lactobacillus, Prevotella (2/6.7%) and Candida (1/3,3%).
Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Candida spp. and enterobacteria were isolated in
26.7%, 50%, 3.3% and 16.7% of the canals, in 20%, 40%, 6.7 % e 13.3% of the crown and
in 43.3%, 56.7%, 50% and 26.7% of saliva, respectively. Antibiotic sensivity of
Enterococcus faecalis isolates (8/30) were tested for their susceptibility/resistance and it
was accomplished with the E-test System. Enterococcus faecalis were 100% susceptible to
amoxicilin combined with clavulanate, gentamicin, 8§7.5% to amoxicilin and moxifloxacin
and 60% to ciprofloxacin. However, 100% of the E. faecalis isolates were resistant to
clindamycin and to metronidazol, 87.5% to azithromycin and rifanpicin. It was concluded
that root canals with failed endodontic therapy comprise predominantly facultative
anaerobic Gram-positive microorganisms. Moreover, Enterococcus spp., Staphylococcus
spp., Candida spp. and enterobacteria could also be detected in the saliva and in the root
canals. The effective antibiotics for E. faecalis were amoxicilin combined with clavulanate

and gentamicin.

Key-words: endodontics, microbiology, antibiotics.
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1. INTRODUCAO

O insucesso do tratamento endoddntico estd associado ao aparecimento ou a
persisténcia de uma infeccio periapical. Pode ser detectado por exame radiografico através
da observagiio de rarefagOes Gsseas periapicals, as quais permaneceram inalteradas,
aumentaram ou somente diminuiram de tamanho ou surgiram apds o tratamento
endoddntico, ou através de sinais efou sintomas ¢linicos do dente tratado endodonticamente
(Strindberg et al., 1956). Portanto a proservacio do tratamento endoddntico deve ter um
acompanhamento clinico e radiografico por um periodo de no minimo 4 anos (Strindberg er
al., 1956; Engstrom et al., 1964; Sjogren ef al., 1997).

A maioria dos casos de fracasso do tratamento endoddntico ocorre devido a
procedimentos clinicos insatisfatérios e a dificuldade de eliminagfio da infecg@o (Nair ef al.
1999). Assim, o insucesso pode estar relacionado com canais nio detectados, portanto ndo
tratados, falhas na instrumentagdo, falta de controle asséptico durante o tratamento,
acidentes ocorridos durante o acesso a camara pulpar e/ou durante a instrumentag@o do
canal radicular, obturagdes e restauragbes inadequadas do dente que sofreu intervengio
endodontica.

Mesmo em casos de canais radiculares bem tratados, algumas bactérias podem
permanecer vivas, devido a complexidade anatdbmica do sistema de canais radiculares (Ida
& Gutmann, 1995). Bactérias presentes em regides de istmos, ramificacdes, reentrincias,
tibulos dentindrios, reabsorgdes apicais externas, podem ndo ser afetadas pelas medidas
usadas na desinfecgio endodéntica (Nair, 1987; Nair et al., 1990a, 1999).

Os microrganismos resistentes ao tratamento endoddntico que se proliferam no canal
" radicular, ou aqueles que contaminam © canal apds o tratamento endodfntico através das
infiltracbes corondrias, s@o os principais responsdveis pelo fracasso do tratamento
endodéntico (Malooley et al., 1979; Pitt Ford, 1982; Lin et al, 1991, 1992; Dahlén &
Mdlller, 1992; Cheung, 1996; Siqueira Jr & Lopes, 1999).

A falta de uma restanra¢fio corondria satisfatéria promove uma fonte constante de
agentes que podem iniciar e manter a infecg¢fo periapical contribuindo com o insucesso do

tratamento do sistema de canais radicnlares (Saunders & Saunders, 1994).



Portanto, hi necessidade de estudos comparando a microbiota do canal radicular de
dentes com insucesso endoddntico com o ecossistema bucal através da saliva do mesmo
paciente, relacionando fatores clinicos e radiogrificos e investigando a possibilidade de
uma verdadeira infiltragdio corondria ou contaminagfo externa no trans-operatdrio.

Allen er al. (1989) ¢ Hepworth & Friedman (1997), analisando o sucesso do
retratamento endoddntico, encontraram uma taxa de aproximadamente 66%. Esse indice se
apresenta modesto quando comparado com a alta taxa de sucesso do tratamento
endoddntico - 85% a 96% (Swatz et al., 1983; Sjogren et al., 1990; Smith ef al., 1993). O
menor indice de sucesso do retratamento endodéntico pode indicar, além de dificuldades
técnicas devido a fatores iatrogénicos do tratamento anterior, uma dificuldade na
eliminagfio da microbiota mais resistente presente nos dentes com insucessos do tratamento
endoddntico (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998). Um estudo criterioso das
bactérias associadas ao fracasso do tratamento endoddntico poderia nos levar a um
progresso das técnicas de desinfecgdo endodéntica e, conseqiientemente, elevar as taxas de
sucesso do retratamento.

Estudos sobre a natureza das infecgdes dos canais radiculares de dentes com
tratamento endoddntico prévio associados a lesdes periapicais tém anmentado nos dltimos
cinco anos como podemos notar na literatura (Peciuliene et al., 2000, 2001; Hancock et al.,
2001; Cheung & Ho, 2001; Rolph er al., 2001; Egan et al., 2002; Pinheiro et al., 2003a;
Siqueira & Récas, 2004; Rocas ef al., 2004; Adib et al., 2004). Poucos estudos anteriores a
2000 (Moller, 1966; Gomes et al., 199%6¢; Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998)
revelaram que a microbiota de canais radiculares de dentes com fracasso do tratamento
endodéntico era diferente daquela encontrada em canais radiculares de dentes com polpas
necrosadas e néo tratados endodonticamente.

A particularidade da microbiota encontrada nos canais com tratamento endoddntico
prévio que fracassaram deve-se a um processo de selecio dependente da resisténcia
especifica de determinados microrganismos ao preparo quimico-mecinico € & medicagio
intra-canal utilizada durante a terapia endodéntica, e da capacidade de sobrevivéncia em um
meio nutricional restrito, no qual as relagGes entre bactérias sfio minimas (Sundqvist et al.,

1998).



Estudos t&m demonstrado que 08 microrganismos isolados de dentes tratados
endodonticamente sdo de diffcil remogio. Enterococcus faecalis e Candida albicans tém
sido encontrados em canais com lesOes periapicais persistentes apds o tratamento
endodontico (Nair et al., 1990a; Sundqvist et al., 1998; Molander ef al., 1998). Os géneros
Propionibacterium ¢ Actinomyces podem se estabelecer e sobreviver nos tecidos
periapicais, sendo responsédveis pelo insucesso do tratamento endodoéntico (Sundqvist &
Reterving, 1980; Nair et al., 1984; Sjogren et al., 1988).

Debelian ef al. (1995), estudando a bacteremia associada a terapia endodontica,
isolaram Propionibacterium e Actinomyces do canal radicular e do sangue dos pacientes
durante e ap6s o tratamento endodontico. Os referidos autores, em trabalho anterior
(Debelian et al., 1994) enfatizaram que microrganismos que entram na circulacfio sanguinea
sdo geralmente eliminados pelo hospedeiro dentro de minutos; entretanto, em pacientes
com disfungées de vélvulas cardiacas ou doengas vasculares, a bacteremia pode ser um
perigo potencial, levando comumente & endocardite bacteriana e ao infarto do miocdrdio ou
cerebral.

Embora antibiéticos ndo sejam comumente usados para o tratamento endoddntico de
doengas cronicas, como no caso de lesdes perirradiculares persistentes ao tratamento
endodéntico, em pacientes de risco eles se tornam um importante complemento a
terapéutica endoddntica durante o retratamento, assim como em casos de reagudizagao €
sintomatologia e/ou exsudato persistente (Abbott et al., 1990; Grad, 1997).

O tratamento desses casos pode ser auxiliado pela determinagdo da sensibilidade
antimicrobiana das bactérias patogénicas. Porém, como esses resultados demoram mais de
48 horas - para isolamento de bactérias e testes de sensibilidade antimicrobiana - devemos
obter, para aplicacfio da terapéutica clinica, um conhecimento das bactéﬁas envolvidas
nesses casos de insucesso e um padrfio de sensibilidade dessas bactérias aos antibidticos
(Abbott et al., 1990). Entretanto esses padrdes mudam com a possibilidade de surgimento
de bactérias resistentes, o que torpa importante o monitoramento desse padriio através de
testes de sensibilidade antimicrobiana, permitindo o desenvolvimento de métodos de agfo
para um tratamento mais eficaz (Finegold et al., 1988; Rosenblatt & Brook, 1993; Forbes et
al., 1998),



2. REVISAO DA LITERATURA

Bactérias presentes no interior dos canais radiculares constituem os principais agentes
etiologicos da inflamagdo periapical (Kakehashi et al, 1965; Mbller et al., 1981;
Takahashi, 1998). Na maioria dos casos, ¢ insucesso do tratamento endoddntico ocorre
devido a procedimentos clinicos insatisfatérios de controle ¢ eliminagéo da infecgio (Nair
et al., 1999), como a falta de controle asséptico durante o tratamento, acesso incorreto a
cavidade pulpar, canais niio detectados, falhas na instrumentacio, obtura¢@es inadequadas,
¢ restauragbes corondrias insatisfatérias ou ausentes apds © tratamento endoddntico
{Cheung, 1996).

Engstrom (1964) e Méoller (1966) estudaram o estado bacterioldgico em canais de
dentes tratados endodonticamente com lesdes periapicais e relataram um crescimento
bacteriano de 38% e 45,5% respectivamente, com predominio de bactérias facultativas.
Porém, até a década de 70, as técnicas de 1solamento e cultivo de bactérias anaerébias eram
deficientes.

Espécies bacterianas pertencentes ao género Fusobacterium, Prevorella,
Porphyromonas, Peptostreptococcus e Eubacterium sio freqilentemente isoladas de canais
radiculares infectados (Sundqvist, 1989, 1992a, b; Baumgartner, 1991; Baumgartner &
Falker, 1991; Sato et al., 1993; Gomes, 1995; Gomes et al., 1994, 1996a, b, ¢). Porém,
estudos tém revelado que a microbiota de dentes com fracasso do tratamento endodéntico
{(Moller, 1966; Molander et al., 1998 Sundqvist er al., 1998) difere daquela encontrada em
canais radiculares de dentes com polpas necrosadas, os quais se caracterizam pela presenca
de uma microbiota mista e polimicrobiana, comumente em combinacdes de 4 a 7 espécies,
predoﬁinantemente anaerébia estrita, com um relativo equilibrio entre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (Sundgvist, 1989, 1992a, b; Baumgartner, 1991; Baumgartner
& Falker, 1991, Sato ef al., 1993, Gomes et al., 1994, Gomes, 1995; 1996a, b, ¢, 1997,
Baumgartner et al., 1999).

As bactérias presentes nos canais de dentes tratados endodonticamente que
fracassaram podem ser originalmente derivadas da infecg¢io primdria (Fukushima et al.,

1990; Sjogren et al. 1997), ou introduzidas no canal por procedimentos inadequados



durante o tratamento endoddntico (Siren et al., 1997), ou ainda, penetrarem no canal através
de um selamento coronério inadequado (Cheung, 1996).

Critérios clinicos e radiograficos de avaliacdo do sucesso ou fracasso endoddntico
foram apresentados pela Associagio Americana de Endodontia (QUALITY ASSURANCE
GUIDELINES, 1987). Segundo esta associacio, para avaliagfo clinica, os seguintes
critérios subjetivos e objetivos devem ser usados: dor a palpagiio, mobilidade dentéria,
doenca periodontal, fistula, sensibilidade a percusséo, funcdo do dente, sinais de infeccgio
ou edema, e sintomas subjetivos. Assim, sfo considerados fracassos endoddnticos, dentes
que apresentam sintomas subjetivos persistentes, fistula recorrente ou edema, desconforio a
palpagdo ou a percussdo, evidéncia de uma fratura irrepardvel da unidade dentdria,
excessiva mobilidade ou perda periodontal progressiva, e inabilidade do dente exercer sua
fungdo. Os critérios radiogrificos demonstram insucesso quando hd: um aumento da
espessura do ligamento periodontal, auséncia do reparo Gsseo no interior da lesdio ou
aumento do tamanho da rarefacfio, auséncia da formacfo de uma nova ldmina dura,
presenga de rarefacbes Osseas em dreas onde previamente nfo existiam, espacos ndo-
obturados visiveis no canal, apicalmente ou lateralmente, e reabsorcdes ativas associadas a
outros sinais radiogréficos de insucesso.

Para resolug@o dos casos de insucesso existem duas modalidades de tratamento: o
retratamento endoddntico € a cirurgia periapical. Estudos indicam o retratamnento
convencional como primeira op¢fio de tratamento nos casos de insucesso (Hepworth &
Friedman, 1997; Briggs & Scott, 1997; Ruddle, 1997). Vale ressaltar que a realizagfio do
retratamento convencional, prévio a cirurgia periapical, aumenta o indice de sucesso da
mesma (Hepworth & Friedman, 1997; Briggs & Scott, 1997). Assim, considerando-se que o
retratamento € uma intervencdo de alta ocorréncia e que apresenta ndice de sucesso inferior
a0 da intervencfio primdria, torna-se importante uma rigorosa avaliacio dos fatores que
originaram tal fracasso, para que se possa planejar o tratamento mais adequado para o caso,
entre eles: retratamento, novo retratamento, cirurgia parendodéntica, proservagdo, ou a
associacdo das mesmas.

O tempo de proservagio pos-tratamento endoddntico para determinar

sucesso/insucesso varia entre os autores. Estudos t€m indicado um perfodo minimo de 4



anos pds-tratamento endodontico (Strindberg et al., 1956; Engstrom et al., 1964; Sjogren et
al., 1997), enquanto outros recomendam 2 anos (Bender et al., 1966; Bergenholiz ef al.,

1979), 1 ano e meio (Friedman ef al., 1995) e 1 ano (Reit, 1987).

Indice de sucesso do tratamento e do retratamento endodéntico

O tratamento endoddntico apresenta uma alta taxa de sucesso, mas a presenca da
lesdo periapical, influencia no progndstico do tratamento endodéntico. Swartz et al. (1983)
analisaram o sucesso endoddntico de 1.007 dentes ap6s 20 anos do tratamento endoddntico,
e encontraram uma taxa de sucesso de 87,79%.

Sjogren et al. (1990), em uma avaliagdo clinico-radiogrifica de 356 dentes apds 8 a
10 anos do tratamento endoddntico, reportaram uma taxa de sucesso de 62% em casos de
retratamento endoddntico de dentes com lesbes perniapicais. Entretanto, verificaram um
indice de sucesso do tratamento endoddntico em 86% dos dentes com polpa necrosada e
lesdo periapical, e em 96% dos dentes com polpas vitais ¢ ndo-vitais sem lesdo periapical,

Smith et al. (1993), em estudo retrospectivo analisaram dentes apés 5 anos do
tratamento endoddntico e encontraram um taxa de sucesso de 84,29%, representando 692
de 821. Friedman et al. (1995), verificaram um indice de sucesso de 97% em casos de
dentes sem lesdes periapicais, enquantoc em dentes com lesfes, © reparo estava presente em
apenas 63,2% dos casos.

A menor taxa de sucesso do retratamento endodéntico, quando comparado ao
tratamento endoddntico de polpas necrosadas, tem sido relacionada a dificuldades técnicas
devido a fatores iatrogénicos cometidos no tratamento endoddntico anterior (Lewis &
Block, 1988).

Van Nijeuwenhuysen ef al. (1994) e Sundqvist ef al. (1998) relataram um indicé de
sucesso de 78% e 74%, respectivamente, em casos de retratamentos endodOnticos
convencionais.

Molander et al. (1998) ressaltaram que essas baixas taxas de sucesso podem indicar
uma dificuldade na eliminacio da microbiota presente nos dentes com tratamento
endoddntico prévio, que representa um grupo limitado de microrganismos altamente

resistentes & terap€utica do tratamento endoddntico. Os autores conclufram em seu estudo



que as estratégias do retratamento convencional deveriam ser reconsideradas, e sugeriram
que fossem realizados mais estudos sobre a microbiota de dentes tratados
endodonticamente, sua composigio ¢ suscetibilidade a substdncias medicamentosas

utilizadas no tratamento, com o objetivo de elevar os indices de sucesso.

Fatores associados ao insucesso endodéntico

Além dos problemas anatdmicos, que consistem em dreas inacessiveis a
instramentacfo, o fracasso endodontico pode advir da resisténcia de determinadas bactérias
aos métodos quimicos e mecanicos utilizados na terapia endodéntica convencional. Casos
de acidentes, como desvios, degraus, perfuracSes, instrumentos fraturados e sobre-
obturagdes, usualmente resultam em fracasso quando associados a um processo infeccioso
(Siqueira Jr. & Lopes, 1999).

Sjogren et al. (1990) relataram que o nivel da instrumentagéo e obturacio dos canais
radiculares apresentou uma influéncia significante no progndstico do tratamento
endodontico de dentes com polpas necrosadas e lesGes periapicais, que apresentaram uma
taxa de sucesso inferior aos dentes com polpas vitais. Os autores ressaltaram que fatores
ndo identificados ou analisados no estudo, como a persisténcia de bactérias no sistema de
canais radiculares, podem ser criticos no prognéstico de dentes tratados endodonticamente.

Lin et al (1991) estudaram através de avaliacdo clinica, radiogrifica e
histobacteriolégica 150 casos com insucesso do tratamento endodéntico, e detectaram
bactérias em 69% dos dentes, presentes principalmente no interior dos canais radiculares,
estando relacionadas com a severidade da infecgfo periapical.

De acordo com Dahlén & Méaller (1992), as falhas do tratamento endod6ntico ndo
podem, por si s, causar ou manter a inflamacfio periapical. Entretanto, a obturacio
incompleta do canal radicular favorece a persisténcia de microrganismos e seus produtos
em espagos vazios permitindo a permanéncia da infecgio e conseqiientes danos aos tecidos
periapicais. Além desse fator, uma obturacio incompleta é resultante de uma
instrumentagfio inadequada, o que proporciona a manutencio de tecidos necréticos e

microrganismos no interior do sistema de canais radiculares.



Segundo Smith et al. (1993) o gran de sucesso do tratamento endoddntico €
influenciado por fatores técnicos, como o nivel da obturagdo na taxa de sucesso do
tratamento endoddntico. Os autores encontraram que os canals com sobre-obturagdes e
obturagfes incompletas apresentavam um maior indice de insucesso quando comparado
com aqueles obturados a 2 mm do dpice radiogrifico. Entretanto, esses fatores s foram
determinantes de insucesso em canais com polpas necrosadas e lesdes periapicais.

Gomes et al. (1996b) estudaram a suscetibilidade da microbiota dos canais
radiculares ao preparo quimico-mecénico, ¢ relataram que a terapia endodéntica ndo foi
capaz de eliminar todas as bactérias, apresentando algumas espécies mais resistentes do que
outras, como por exemplo, Enterococcus faecalis, Propionibacterium acnes, Streptococcus
spp. € Lactobacillus spp.

Sjogren et al. (1997) estudaram a relacfo entre a presenca de bactérias no canal
radicular no momento da obturacéio e o sucesso do tratamento endoddntico em 55 dentes
com periodontite apical. Apés a realizagdo das coletas microbioldgicas, os canais foram
obturados na mesma sessio, e foram proservados por um periodo de 5 anos. Os dentes com
cultura negativa apds a instrumentagdo apresentaram sucesso em 94% dos casos, enquanto
nos dentes com cultura positiva, o sucesso era de apenas 68%. Os autores verificaram que 2
casos que resultaram em fracasso endodOntico, apresentavam Actinomyces israelii nos
canais radiculares no momento da obturacdo. A andlise histolégica das lesdes periapicais
desses dentes revelou a presenga dessa bactéria nos tecidos periapicais, caracterizando uma
actinomicose periapical. Os autores ressaltaram que essas bactérias resistentes ao preparo
quimico-mecénico, se permanecerem vidveis, podem manter a inflamacdo periapical, sendo
um importante fator no insucesso do tratamento endoddntico.

Gutiérrez et aI.r (1999), através da andlise, em microscopia eletrbnica de varredura, de
dentes com lesdes periapicais e limas endoddnticas vltrapassando o dpice ou canais sobre-
obturados, demonstraram a presenca de bactérias nas espirais das limas que ultrapassavam o
forame apical, e principalmente na superficie radicular ao redor do forame apical, aderidas
nas Jacunas de reabsor¢do radicular. No grupo controle, que consistia de dentes com polpas
vitais, sobre-instrumentados e sobre-obturados, nenhuma bactéria foi detectada na

superficie das limas, no dpice, ou no cone de guta-percha extruido além do apice.



Chédvez de Paz (2003) relataram a prevaléncia de bactérias Gram-positivas apos o
preparo quimico-mecanico (85%), e a presencga de outras espécies além dos Enterococcus
spp., especialmente Lactobacillus spp. e Streptococcus spp. Estudos tém demonstrado a
persisténcia de espécies de Staphylococcus spp. apés a realizagdo do preparo quimico-
mecanico dos canais radiculares (Goldman & Pearson, 1969; Gomes et al., 1996b).

Algumas bactérias relacionadas a infecctes endoddnticas persistentes também foram
encontradas ap0s o preparo quimico-mecénico, sendo Enterococcus faecalis
freqiientemente isolados desses canais radiculares (Bender & Seltzer, 1952; Engstrom,
1964; Goldman & Pearson, 1969; Cavalleri et al., 1989; Gomes ef al., 1996b, Chdvez de
Paz, 2003).

Microrganismos relacionados as infeccdes endoddnticas persistentes

Microrganismos sobreviventes as medidas de desinfeccio podem manter-se vidveis,
dependendo da quantidade de nutrientes disponiveis e da capacidade de sobreviver em
condigdes de caréncia nutricional, além disso, somente resultario em fracasso endodéntico
se tiverem acesso aos tecidos periapicais, se forem patogénicos e se estiverem em niimero
suficiente para induzir ou perpetuar uma lesfio periapical (Gomes, 1995; Gomes et al.,
1996b; Lopes et al., 1999).

Estudos recentes realizados pelo método de cultura (Pinheiro ef al., 2003a,b; Adib et
al., 2004) mostraram que a microbiota de canais com insucesso do tratamento endodontico
difere daquela encontrada em dentes necrosados (Sundqvist, 1989, 1992a, b; Baumgartner,
1991; Baumgartner & Falker, 1991; Sato et al., 1993; Gomes, 1995; Gomes et al., 1994;
Gomes 1996 ab,c; Baumgartner et al., 1999), tanto quantitativamente quanto
qualitativamente, sendo caracterizada por monoinfec¢des com predominéncia de bactérias
anaerébias facultativas,

O ndmero de espécies bacterianas isoladas de casos de retratamento estd
provavelmente relacionado 2 qualidade do tratamento endoddntico inicial. Dentes com
tratamentos endoddnticos de md qualidade, isto €, dentes com obturagdes muito aquém do

apice ou com falhas, apresentam uma microbiota similar aquela encontrada nos dentes néo-

10



tratados, os quais contém um maior nimero de espécies bacterianas. (Sundqvist et al.,
1998)

O mndmero limitado de microrganismos encontrados nos dentes tratados
endodonticamente deve-se a fatores de sele¢do que determinam a persisténcia das bactérias
capazes de resistir aos procedimentos antimicrobianos e medicamentos utilizados na terapia
endoddntica, e de sobreviver em um meio escasso de nutrientes (Sundqvist et al., 1998).

Geralmente as bactérias anaerdbias facultativas sfio mais resistentes a atividade
antimicrobiana do que os anaerdbios, podendo persistir mais freqilentemente em canais
radiculares apds a terapia endoddntica. Os microrganismos anaerdbios facultativos podem
permanecer em uma fase latente, com uma baixa atividade metabélica por um perfodo, €
mudangas das condigdes ambientais, como uma infiltragdo corendria, pode ativar o seu
crescimento (Molander ef al., 1998).

Engstrom (1964), investigando a presenga de Enterococcus spp. nas infecgdes
endod6nticas, verificou que estavam presentes em 20,9% das amostras de dentes com
tratamento endodOntico prévio, enquanto representavam 12,1% das amostras de polpas
necrosadas. O autor ressaltou, em seu trabalho, a dificuldade em eliminar esses
microrganismos dos canais radiculares, constituindo um problema na terap8utica
endodbntica.

Méller (1966}, realizando um estndo microbiolégico de 654 canais radiculares de
dentes com polpas vitais, polpas necrdticas ¢ com tratamento endoddntico prévio, relatou
que a microbiota de dentes com fracasso da terapia endodbntica era composta por um
nimero menor de microrganismos quando comparada aos dentes com polpas necréticas,
apresentando uma média de 1,6 espécie bacteriana por canal. Dos 264 dentes com
tratamento endoddntico prévio estudados, 120 (45,5%) apresentaram culturas positivas. Os
autores relataram que havia um equilibrio entre as bactérias anaerébias facultativas e
estritas, com as ultimas correspondendo a 51% do total das bactérias isoladas, e um
predominio de bactérias Gram-positivas, compreendendo 80% dos isolados. Espécies do
género Streptococcus, Enterococcus, Peptostreptococcus, Lactobacillus e Eubacterium,

foram isoladas fregiientemente; enquanto Prevotella e Fusobacterium foram menos
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freqiientes. Enterococcus faecalis foi isolado em 29% dos casos que apresentavam culturas
positivas.

Nair et al. (1990a) detectaram a presenga de bactérias e fungos nos canais radiculares
de dentes tratados endodonticamente com lesdes periapicais persistentes. Os autores
analisaram 9 dentes utilizando a microscopia Optica e eletrbnica de transmissio, e
verificaram a presenca de microrganismos em 6 casos, 4 contendo bactérias e 2 contendo
fungos. Os microrganismos foram detectados em deltas apicais e reabsor¢des radiculares,
em canais [aterais ndo obturados que apresentavam comunicacdo com o forame apical, nas
lacunas de Howship das paredes dentindrias, € entre o material obturador ¢ as paredes
dentindrias dos canais radiculares. Os resultados sugeriram que a maioria dos dentes
tratados endodonticamente com lesdes periapicais resistentes ao tratamento convencional,
pode conter microrganismos persistentes, que podem desempenhar um papel significante do
fracasso do tratamento endoddntico.

Fukushima er al. (1990) estudaram as bactérias presentes em 21 dentes tratados
endodonticamente com lesdes periapicais, assintomdticos, as quais cram consideradas
lesbes fechadas, por nfo apresentarem o canal radicular exposto ao meio bucal. Foram
utilizados 21 dentes extraidos. Apds a extracdo, 5 mm do dpice radicular foi cortado
transversalmente e depois longitudinalmente. Uma das partes do dpice foi estudada na
microscopia eletrbnica de varredura e a outra foi fragmentada em pequenos pedagos e
colocadas em um meio de transporte, sendo processada para o isolamento e cultivo de
bactérias anaerébias. Bactérias foram isoladas em 13 (60%) dos 21 dentes. Bactérias
anaerdbias estritas estavam presentes em 12 casos, e as anaerdbias facultativas em 8. Foram
identificadas espécies anaerdbias dos géneros: Eubacterium, Propionibacterium,
Peptostreptococcus, Prevotella, Porphyromonas, Bacteroides, Fusobacterium e Veillonella.
Entre as bactérias facultativas, Lactobacillus, Streptococcus e Enterococcus foram os
géneros mais prevalentes. Enterococcus faecalis estava presente em 3 casos. Os autores
sugeriram que essa alta propor¢dio de anaerdbios em dentes tratados endodonticamente e
assintomadticos, era devido & técnica de coleta através da fragmentacfio de dpices de dentes
extraldos, pois a coleta do canal radicular pode ndo refletir a total composi¢do da

microbiota no dpice radicular. Os autores sugeriram que, devido a auséncia de contato com
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a microbiota oral, as bactérias isoladas eram derivadas de microrganismos que colonizaram
o canal antes ou durante o tratamento endod&ntico.

Lin et al. (1992), analisando os fatores associados ao fracasso do tratamento
endoddntico de 236 dentes através da andlise clinica, radiografica e histobacterioldgica,
detectaram a presenca de bactérias nos canais radiculares em 67% dos casos. Os autores
relataram que a persisténcia da infecgfio bacteriana no sistema de canais radiculares, ¢ a
presenca pré-operatdria de uma lesdo periapical constituiam os principais fatores associados
ao insucesso endoddntico. A extensio apical da obtura¢io do canal radicular, isto é, sobre-
obturado ou sub-obturado, parecia nfio haver correlagdo com os fracassos do tratamento
endoddntico.

Tani et al. (1992) isolaram bactérias dos canais radiculares de 40 dentes com
tratamento endoddntico prévio e leséio periapical. Todos pacientes tinham dor a percusséo e
palpacéio, e radiograficamente todos os canais envolvidos revelaram obturagdes deficientes.
As bactérias isoladas incluiam: Bacteroides spp., Veillonella parvula, Streptococcus
constellatus,  Peptostreptococcus  anaerobius, Clostridium  spp., Staphylococcus
epidermidis, Lactobacillus plantarum, e Propionibacterium propionica.

Gormes et al. (1996a), com o objetivo de estudar a microbiota dos canais radiculares e
sua associagdo com sinziis e sintomas clinicos, realizaram coletas microbioldgicas de 70
canais infectados, dos quais, 21 apresentavam tratamento endodéntico prévio e, em sua
maioria, a presenga de dor. Propionibacterium foi o género mais freqiientemente isolado
nos canais com tratamento endoddntico prévio. Entretanto, espécies anaerdbias pertencentes
ao género Prevorella, Peptostreptococcus, e também facultativas como Streptococcus,
Lactobacillus e Actinomyces, também foram isoladas. Os autores verificaram a associagfio
de dor com espécies de Prevatel!a.spp. e Peptostreptococcus spp.

Molander et al. (1998) analisaram o estado microbioldgico de 100 dentes tratados
endodonticamente com periodontite apical visivel radigraficamente. Os dentes estudados
apresentavam-se assintomdticos, ¢ com a obturagfio do canal apresentando uma distancia
méxima de 5 mm do dpice radiogrifico. A remog¢io do material obturador foi realizada
utilizando brocas de Gates-Glidden e limas endodonticas, e em 21 casos, foi utilizado

cloroformio como material solvente da guta-percha. Os resultados mostraram que bactérias
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estavam presentes em 68 dentes, porém o uso do cloroférmio foi considerado um fator
influente, diminuindo o crescimento bacteriano. Dos 21 casos onde foi utilizado o
cloroférmio, houve crescimento bacteriano em apenas 10 casos (47,3%), enquanto nos 79
dentes restantes o crescimento foi detectado em 58 canais (73,4%). Um total de 117
amostras microbianas foi isolado, com 114 bactérias ¢ 3 fungos. A maioria dos canais
continha uma ou duas espécies bacterianas (85% dos casos). As bactérias anaerdbias
facultativas Gram-positivas predominaram, constitnindo 69% das espécies isoladas. As
espécies isoladas foram: Enterococcus spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp.,
Staphylococcus spp., Peptostreptococcus spp., Actinomyces spp., bacilos Gram-positivos
anaerébios, bacilos Gram-negativos facultativos, Veillonella spp., Fusobacterium,
Prevotella e Candida spp. Enterococcus foi o género bacteriano mais fregiientemente
isolado, presente em 47% dos canais com bactérias. Os autores concluiram que a
microbiota dos dentes tratados endodonticamente diferenciava, tanto quantitativamente
quanto qualitativamente, dos dentes com polpas necrosadas e enfatizaram a necessidade de
novas estratégias de combate 2 infec¢fio desses dentes durante o retratamento nfo-cinirgico.
Sundqvist er al. (1998) realizaram coletas microbiolégicas de 54 dentes tratados
endodonticamente, assintomadticos, e com lesdes periapicais visiveis radiograficamente. A
técnica do retratamento foi realizada sem o uso de solventes da guta-percha. O crescimento
bacteriano foi detectado em 24 casos, sendo caracterizado por monoinfec¢es de
niicrorganismos predominantemente Gram-positivos (87% das bactérias isoladas), com
proporcdes aproximadamente iguais de bactérias anaerdbias facultativas (58%) e estritas
(42%). Os géneros isolados foram: Enterococcus, Streptococcus, Peptostreptococcus,
Actinomyces, Eubacterium, Propionibacterium, Fusobacterium ¢ Bacteroides. Candida
spp. foram dertectadas em 2 casos. Enterococcus faecalis foi a espécie bacteriana mais
freqiiente, isolada em 38% dos canais radiculares que apresentavam presenca de bactérias.
Cheung & Ho (2001) investigaram a microbiota de dentes tratados endodonticamente
associados a lesSes periapicais crénicas. Dezoito dentes previamento obturados com guta-
percha foram analisados e 12 (66,7%) apresentaram crescimento bacteriano. Cocos Gram-

positivos anaerébios facultativos foram os microrganismos mais fregiientemente isolados,
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especialmente os géneros Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. Enterococcus spp. ndo
foram isolados neste estudo.

Pinheiro et al. (2003a) realizaram um estudo em 60 canais de dentes com insucesso
endoddntico, destes, 31 canais apresentaram crescimento bacteriano. A microbiota era
composta por bactérias anaerdbias facultativas (57,4%), predominantemente Gram-
positivas (83,3%), sendo prevalente o género Enterococcus spp. 28 (46,7%). Candida spp.
foram isoladas em 2 (3,3%) casos.

Pinheiro et al. (2003b) realizaram um estudo bacterioldgico de 30 canais de dentes
com insucesso do tratamento endoddntico ¢ isolaram um total de 56 microrganismos, sendo
55 bactérias ¢ 1 fungo dos 24 (80%) casos que apresentaram crescimento bacteriano. Os
autores relataram que a microbiota ¢ra formada em sua maioria por monoinfecgdes (13/24
canais - 54%), composta por bactérias anaerdbias facultativas (58%), predominantemente
Gram-positivas (80%), representadas pelos géneros Enterococcus (36,7%) ¢ Streptococcus
(33,3%) e, em segundo plano, por bactérias anaerdbias estritas, em especial as do género
Peptostreptococcus (23,3%). Foram ainda isoladas bactérias dos géneros Actinomyces
(13,3%), Prevotella (10%), Staphylococcus (10%), Gemella (10%), Fusobacterium (6,7%),
Veillonella (6,7%), Lactobacillus (6,7%), Propionibacterium (3,3%) e Haemophilus
(3,3%). Candida spp. foi isolada em 1 caso.

Gomes et al. (2004) realizando um estudo microbioldgico de 60 canais radiculares de
dentes com polpas necréticas (n = 41, infeccio primdria) e também com tratamento
endoddntico prévio (n = 19, infecgdo secunddria) associadas a lesBes periapicais. A
microbiota da infeccio priméria mostra um equilfbrio de bactérias Gram-positivas ¢ Gram-
negativas, sendo a matoria anacrdbias cstritas, contendo mais de 3 espécies por canal
radicular. Por outro lado, a infeccfio secunddria apresenta mais bactérias Gram-positivas,
anaerdbias facultativas, com cerca de 1-2 espécies por canal. Além disso, encontraram uma
associacdo entre os casos de insucesso endoddntico e espécies do gé€nero Enterococcus,

Streptococcus, Pepstreptococcus ¢ Fusobacterium,
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Enterococcus faecalis

Espécics de Enterococcus spp. pertenciam anteriormente ao género Streptococcus,
classificadas como estreptococos do Grupo D de Lancefield. Trabalhos da década de 60 e
70 (Mboller, 1966; Miranda, 1969; Nord & Wadsrom, 1973; Heintz ¢t al., 1975) referiam-se
a espécies de Streptococcus faecalis, que atnalmente sfio denominadas Enterococcus
faecalis (Rosan, 1997).

Enterococcus faecalis freqlientemente isolados de canais radiculares com infeccoes
endodénticas persistentes (Bender & Seltzer, 1952; Mdoller, 1966; Goldman & Pearson,
1969; Cavaleri et al., 1989; Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Pinheiro et al.,
2003a), representam uma proporgdo pequena da microbiota primdria, ou seja, de dentes
com polpas necrosadas e lesBes periapicais (Sundqvist et al., 1992; Gomes, 1995;
Sundqvist ef al., 1998; Gomes et al., 1996a). Para um microrganismo colonizar canais com
um tratamento endoddntico prévio, ele deve sobreviver aos procedimentos antimicrobianos
realizados na terapia endoddntica inicial ¢ suportar periodos de privacdes nutricionais no
canal radicular obturado (Siqueira & Rocas, 2004). Esses microrganismos tém capacidade
de sobreviver em canais radiculares como microrganismos inicos sem a relacio cooperativa
de outras bactérias (Fabricius et al, 1982; Sundqvist er al, 1998).

Enterococcus faecalis sdo cocos Gram-positivos anaerdbios facultativos e tém
demonstrado resisténcia aos procedimentos endoddnticos de desinfec¢do como o preparo
quimico-mecénico (Gomes et al., 1996b; Sundqvist ef al., 1998).

Siren et al. (1997) demonstraram que Enterococcus faecalis podem penetrar no canal
pela infiltrag@io corondria, resistir ao tratamento e persistir apds a obturagfo dos canais. Os
autores relataram que os canais que continham espécies de E. faecalis resultaram em um
maior nimero de casos com insucessos, necessitando de retratamento endoddntico, quando
comparados com os dentes que nfio apresentavam essas bactérias na sua microbiota,

Sundqvist e al. (1998) analisaram em seu trabalho, a taxa de sucesso/insucesso dos
dentes que foram submetidos ao retratamento, e verificaram que dos dentes 9 canais que
continham Enterococcus faecalis na cultura inicial, 3 (33,3%) apresentaram a persisténcia
desse microrganismo apds o preparo quimico-mecanico com hipoclorito de sédio a 0,5% ¢

curativo com pasta de hidréxido de cdlcio (Calasept), e resultaram em insucesso apds um
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periodo de proservagdo de 4 anos. Nos 24 dentes que apresentaram crescimento bacteriano,
19 casos eram caracterizados como monoinfecges, 4 apresentavam 2 microrganismos, €
apenas 1 caso apresentava uma cultura polimicrobiana contendo 4 espécies bacterianas.

Love (2001) demonstrou que Enterococcus faecalis tém a capacidade de invadir os
tibulos dentindrios, podendo facilitar sua fuga aos procedimentos quimico-mecanicos.
Estes microrganismos também tém demonstrado resisténcia ao hidroxido de célcio que € a
medicacfio intracanal comumente utilizada para a desinfecgdo dos canais radiculares
(Haapasalo & Orstavik, 1987). Além desses fatores, Enterococcus faecalis tém a
capacidade de sobreviver em canais radiculares como microrganismos tinicos sem a relagio
cooperativa de outras bactérias (Fabricius et al., 1982, Sundqvist ef al., 1998).

Figor et al. (2003) demonstraram in vitro a capacidade do Enterococus faecalis de
suportar periodos prolongados de auséncia de nuirientes em um estado metabolito minimo.
Os autores demonstraram a sobrevivéncia de um pegueno remanescente da populagdo de
Enterococcus faecalis na dgua (por 4 meses) ¢ em meios com nutrientes limitados (por mais
de 4 meses). Estas células bacterianas forma capazes de retornar ao crescimento apds a
adicio de nutrientes. Todos esses fatores podem contribuir para a alta prevaléncia desses
microrganismos em dentes com tratamento endoddntico prévio associados a lesdes
periapicais (Siquetra & Rogas, 2004).

Kaufman et al. (2005) estudaram 58 dentes e identificaram E. faecalis em casos de
retratamento endoddntico com ¢ sem lesfo periapical. A prevaléncia do E. faecalis foi de
12%, sendo também isolados de dentes sem lesdo periapical, mostrando que estas espécies

ndo sfo responsaveis pela doenga,
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Tabela 1. Estudo cronolégico da prevaléncia de E. faecalis e Candida albicans em dentes
com insucesso do tratamento endoddntico com diferentes métodos de identificagio
microbiana e porcentagem de culturas positivas das amostras estudadas.

Método de  Prevaléncia Prevaléncia Porcentagem

Estudos Identificacdo  E. faccalis de Ct.mdtda de an.l?stras
albicans positivas

Engstron, 1964 Cultura 5/21 (24%) - 38%
Moller, 1966 Cultura 931 (29%) 3% 57%
Molander et al., 1998 Cuitura 23/68 (47%) (4%) 68%
Sundqvist et al., 1998 Cultura 9/24 (38%) (8%) 44%
Peciuliene er al., 2000 Cultura 14720 (70%) - 80%
Peciuliene et al., 2001 Cultura 21/33 (64%) 6/40 (15%) 83%
Hancock et al., 2001 Cultura 10/33 (30%) 3% 63%
Egan et al., 2002 Cultura - 4/25 (16%) 100%
Cheung & Ho, 2001 Cultura 0/12 (0%) 17% 66,7%
Rolph et al., 2001 PCR 0/11 (0%) 0% -
Pinheiro et ¢f., 2003 a Cultura 27151 {(53%) 6,7% 85%
Pinheiro et al., 2003 b Cultura 11724 (45,8%) 3.3% 80%
Siqueira & Rogas, 2004 PCR 17722 (77%) 2122 (99%) i00%
Rogas ef al., 2004 PCR 20/30 (67%) - 100%
Fouad et al., 2005 PCR 14/37 (22%) - 100%
Kaufman ez al., 2005 PCR 7/58 (12%) - 90%
Gomes et af., 2006 Cultura 21450 (42%) - 100%
Gomes et al., 2006 PCR 38450 (76%) - 100%
Este estudo, 2006 Cultura 8/30 (26,7%) 3% 100%

Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. estdo associados aos abcessos dentais, abcessos associados com
implantes osseointegrados e osteomielites, entre outros aspectos clinicos. Nido sido
frequéntemente isolados nos canais, podendo ser contaminantes externos (Myers et al.,
1969). Porém, Goldman & Pearson {1969) e Gomes et al. (1996b} relataram a persisténcia
de espécies de Staphylococcus spp. ap6s o saneamento dos canais € sfo também resistentes
aos anti-sépticos e desinfetantes mais usados na endodontia.

Staphvlococcus aureus foi isolado em 4 (13,3%) canais com tratamento endoddntico
prévio. Reader et al. (1994) isolaram essa espécie bacteriana como dnico microrganismo
associado a um caso de lesdo periapical persistente ao tratamento endoddntico. Os autores
discutiram a patogenicidade do Sraphylococcus aureus, e relataram que embora essas

espécies ndo sejam comumente isoladas dos canais radiculares, quando presentes, podem
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permanecer vidveis por longos periodos devido a4 sma alta resisténcia a alteragOes
provocadas no meio. Foi realizada a cultura microbiolégica e teste de suscetibilidade
antimicrobiana, que demonstrou resisténcia bacteriana a penicilina, amoxicilina e
metronidazol, e sensibilidade a amoxicilina associada ao 4acido clavuldnico, que foi
administrado para auxiliar o tratamento da infec¢fio persistente. Os autores ressaltaram a
importincia desses testes para a selegiio correta da antibioticoterapia.

Reader et al. (1994) isolaram Staphylococcus aureus, como microrganismo tnico,
apds incubagdo anaerdbia e aerébia do exsudato de um dente com tratamento endoddntico
prévio e lesdo periapical persistente.

Vigil et al. (1997) estudaram microrganismos de 28 lesOes periapicais persistentes ao
tratamento endodéntico. Os microrganismos mais comumente isolados foram:
Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus intermedius,
“Wolinella recta”, Fusobacterium spp. e Clostridium spp.

Sunde et al. (2002) investigaram a microbiota de 36 dentes que ndo responderam bem
a0 tratamento endoddntico. Apenas um caso apresentou cultura negativa,
Aproximadamente metade (51%) das cepas isoladas eram anaerdbias, sendo 79,5% Gram-
positivas. Microrganismos facultativos dos géneros Staphylococcus, Enterococcus,
Enterobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Sphingomonas, Bacillus, e Candida foram

isolados de 27 (75%}) lesGes persistentes.

Propionibacterium e Actinomyces

Os géneros Propionibacterinm e Actinomyces t€m sido associados a lesdes periapicais
persistentes apds o tratamento endodéntico (Sundqvist & Reuterving, 1980; Nair ef al.,
1984; Sjogren et al., 1988, 1997). Essas bactérias se apresentam menos suscetiveis aos
procedimentos quimico-mecanicos da terapia endodontica (Gomes et al., 1996b; Sjogren et
al., 1997) e, uma vez instalados no canal radicular, podem atingir os tecidos periapicais e
sobreviver fora do canal radicular, causando infec¢bes que sé podem ser removidas
cirurgicamente (Sundqvist & Reuterving, 1980; Nair ez al., 1984; Sjdgren et al., 1988,
1997).



Sundqvist ef al. (1998) relacionaram um caso de lesdo periapical persistente apds o
retratamento endoddntico, com a presenga de Actinomyces israelii no canal no momento da
obturag@o, mesmo apds a instrumentagfo e curativo com pasta de hidréxido de cacio

(Calasept).

Enterobactérias

Bacilos entéricos Gram-negativos, como Pseudomonas aureginosa (Ranta er al.,
1988) e fungos (Waltimo et al., 1997) foram isolados em casos de infecgdes que ndo
responderam adequadamente aos procedimentos guimico-mecanicos durante o tratamento
endododntico convencional, geralmente com persisténcia de exsudato e dor a percusséo.

Haapasalo et al. (1983), realizando a investigacio microbiolégica de um dente com
tratamento endodoéntico prévio e lesdio periapical, isolaram Enterobacter cloacae, um bacilo
Gram-negativo facultativo, como microrganismo nico presente no canal radicular. Os
autores relataram que esse microrganismo era um bacilo entérico ocasionalmente
encontrado no canal radicular, porém quando isolado, parecia estar associado a infeccOes
endoddnticas persistentes. Os autores, discutindo a via de entrada dos bacilos entéricos
Gram-negativos nos canais radiculares, citaram a contaminacfo através de instrumentos
manipulados com as mios, de solugGes irrigadoras ndo-estéreis, ¢ de canais deixados em
comunicagdo com a cavidade oral.

Segundo Siren et al. (1997), as bactérias entéricas ndo estido presentes comumente na
microbiota de canais radiculares infectados. Essa diferenca da composi¢do da microbiota de
dentes com infeccdes persistentes pode ser devido a dois fatores: a presenca de uma
pequena quantidade de bactérias entéricas na infecco original do canal radicular, que
aumenta sua proporcdo durante o tratamento endoddntico devido a maior suscetibilidade de
outras bactérias a terapia endoddntica; ou bactérias entéricas podem enirar no canal
radicular durante o tratamenio endoddntico devido a um isolamento inadequado do campo
de trabalho, a uma infiltragfio pelo material restaurador temporério, ou quando um canal &
deixado aberto para drenagem. Com o objetivo de estudar a relacfio entre os procedimentos
clinicos ¢ a presenca de bactérias entéricas facultativas, os autores realizaram coletas

microbioldgicas dos canais radiculares durante diferentes procedimentos ao longo do
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tratamento endoddntico. Os resultados demonstraram que Enterococcus faecalis, outras
bactérias entéricas facultativas (Enterobacter spp. € Klebsiella spp.) e Pseudomonas spp.,
foram encontradas mais freqiientemente em casos onde os canais radiculares nfo foram
selados em algum momento do tratamento endoddntico, ou em casos com grande nimero
de sessBes. Enterococcus faecalis foram as espécies mais fregiientemente isoladas. Os
autores enfatizaram a importdncia do controle da cadeia asséptica durante a terapia
endoddntica no prognostico do tratamento.

Ferrari et al. (2005) isolaram microrganismos de dentes com polpas necrosadas e
22% das espécies eram Enterococcus spp., enterobactérias € fungos. As coletas feitas apds a
instrumentagdo ndo apresentaram estes microrganismos, ao contrario das coletas pds-
medicacio intracanal que apresentaram novamente culturas de Enterococcus spp..

Davis er al. (2005) isolaram Enterobacter cloacae em dentes infectados que
possniam restauragdes metdlicas e no sequenciamento genético destas espécies encontraram

o gene silE, responsavel pela resisténcia a prata.

Fuangos

Estudos tém demonstrado a presenga de Candida spp. em aproximadamente 3% dos
casos de canais com insucesso endoddntico (Molander ef al., 1998; Sundqvist ef al., 1998,
Pinheiro, 2003a,b). A presenca de fungos no canal radicular também pode ser resultado de
contaminacdo durante o tratamento endoddntico (Waltimo et al., 1997), e pode estar
associada ao msucesso de dentes tratados endodonticamente (Nair e al., 1990a; Molander
et al., 1998; Sundqvist et al., 1998).

Os fungos tém demonstrado resisténcia a medicamentos comumente usados no
processo de desinfecgio endodéntica, o que pode explicar ﬁ sua presenca em casos de
canais com periodontites apicais persistentes (Waltimo et al., 1999). Esses microrganismos,
assim como as espécies de Enterococcus faecalis, parecem ter a habilidade de utilizar
oportunidades criadas pela remogio de outros microrganismos, ¢ também ter capacidade de
viver em um meio pobre em nutriente, como o canal do dente tratade endodonticamente

(Sundqvist et al., 1998).
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Waltimo et al. (1997), utilizando o meio TSBV (Triptose-soy-agar enriquecido com
bacitracina e vancomicina) para o isolamento primdrio de fungos ¢ métodos de
identificacido especificos, isolaram fungos em 692 canais radiculares com infeccdes
persistentes apds o preparo quimico-mecénico, sendo a Candida spp. 7% dos casos (43
amostras).

Baumgartner e al. (1999), utilizando o método de PCR (Polymerase chain reaction)

detectaram Candida albicans em 5 de 24 (21%) canais radiculares infectados.

Infeccdo extracanal

A existéneia de numa rarefacfio Gssea periapical, detectada anteriormente a instituigdo
da terapia endoddntica, eleva consideravelmente o nimero de fracassos. Esse achado
clinico encontra respaldo nos atuais conceitos microbiolégicos, comprovando que as lesdes
periapicais sempre estdo relacionadas com canais contaminados e, muitas vezes, 0S
microrganismos ndo limitam sua colonizagdo apenas a luz do conduto ou a profundidade
dos tubulos dentindrios, mas podem também encontrar abrigo na regifio periapical,
infectanto o cemento da superficie radicular (Cheung, 1996).

Em uma minoria dos casos, segundo Cheung (1996), o insucesso endodontico pode
estar relacionado a uma infeccio extracanal. Estudos t&m demonstrado a presenca de
bactérias na superficie externa radicular (Tronstad et al., 1990; Molven et al., 1991;
Lomgah et al., 1996; harn ef al., 1998) ou na lesdo periapical (Sundgvist & Reuterving,
1980; Nair, 1987; Tronstad et al., 1987, Sjogren et al., 1988; Iwu et al., 1990; Wayman et
al., 1992; Wasly et al., 1992; Abou-rass & Bogen, 1998).

Segundo Siqueira Jr. & Lopes (1999), poucas espécies bacterianas podem ser capazes
de sobreviver no interior dos tecidos peﬁrradiculares, tornando-se, assim, responsavel pelo
insucesso do tratamento endoddntico. A sobrevivéncia nesta regifio, onde as defesas do
hospedeiro t8ém maior acesso ao agente infeccioso, somente € possivel para 05
microrganismos dotados da capacidade de anula-las.(Siqueira Jr, 1997).

Estudos tém reportado o isolamento de espécies de Actinomyces israelli (Sundqvist &
Reuterving, 1980; Sjogren ef al., 1997), Actinomyces spp. (NAIR et al., 1984) e “Arachnia

propionica” (Sjogren et al, 1988) de lesGes periapicais resistentes ao tratamento
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endoddntico, caracterizando uma actinomicose periapical. Fidgor et al. (1992), estudando a
patogenicidade de espécies de Actinomyces israelli € “Arachnia propionica” em animais,
observaram que uma cepa bacteriana isolada de uma lesdo periapical pode formar colnias
coesas, com grande niimero de células, escapando assim coletivamente da fagocitose que
deveria ser realizada pelas células de defesa. A espécie “Arachnia propionica” foi incluida
no género Propionibacterium, sendo atualmente denominada Propionibacterium
propionicum {Sundqvist, 1994).

Um outro mecanismo bacteriano de evasdo as defesas do hospedeiro € o arranjo em
biofilme das bactérias presentes na superficie externa radicular. O biofilme perirradicular é
caracterizado por uma populagdo de microrganismos aderidos ao cemento e¢/ou a dentina na
por¢cdo apical da raiz, que estio envolvidos por seus produtos extracelulares (camada
polissacarfidica externa conhecida como glicocdlice), os quais formam uma matriz
intermicrobiana. A estrutura da matriz polissacaridica que envolve o biofilme limita o
acesso de moléculas de defesa (anticorpos e complemento) e de células fagociticas
(macréfagos e neutréfilos) (Palmer & White, 1997; Siqueira & Lopes, 1999).

Tronstad et al. (1990) analisaram, através da microscopia eletrénica de varredura, a
superficie dos dpices radiculares de 10 dentes com tratamento endodéntico prévio e lesdes
periapicais persistentes que foram submetidos a cirurgia pertapical. Os autores verificaram
que na regido adjacente ao forame apical, nas irregularidades e reabsor¢Ses cementdrias,
havia uma placa bacteriana formada por uma variedade de formas (predominantemente
cocos ¢ bacilos), que eram mantidas juntas por um material extracelular,

Harn et al. (1998) relataram um caso de les#io periapical e fistula persistente ao
tratamento endoddntico, no qual, no ato cirdrgico, foi verificado um depdsito semelhante a
um cédlculo no apice da raiz. Os autores sugerirarn que o cdlculo era originado da
calcificacio da placa bacteriana da superficie externa apical, representando um meio
propicio para retengédo de bactérias extraradicnlares, o que, nesse caso, poderia ter um papel
importante na manutencéo da inflamagfio periapical apés um tratamento endoddntico bem
realizado.

Hasegawa-Nakano (1999) estudaram in vitro a capacidade de microrganismos

isolados de canais radiculares infectados de formar o biofilme. Os autores selecionaram
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para o estudo espécies de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aureginosa ¢ Candida albicans, por serem bactérias de dificil eliminagio
durante a terapia endoddntica, e testaram a capacidade de aderéncia a um disco de coldgeno
colocado em um frasco contendo meio de cultura. O disco foi examinado através da
microscopia eletrbnica de varredura, e foi observada uma substincia semelhante ao
glicocilice em todos microrganismos isolados com excecdo da Candida albicans. Os
autores sugeriram que esses microrganismos tinham a capacidade de formar o biofilme

devido a produgdo de substincias semelhantes ao glicocidlice.

PCR (Polimerase Chaim Reaction)

A maioria dos estudos da microbiota de dentes com tratamento endoddntico prévio
associados a lesGes periapicais foram realizados através da coleta microbioldgica dos canais
radiculares e identificaciio bacteriana pelo método de cultura (Engstrom 1964; Méller 1966;
Molander et al. 1998; Sundqvist et al. 1998; Pinheiro et al. 2003a,b; Gomes et al. 2004).
Todos estes estudos apresentaram uma porcentagem de culturas negativas, refletindo a
dificuldade da coleta microbiolégica dos canais radiculares durante o retratamento
endoddntico (Sundqvist et al., 1998). Nestes casos, um niimero de células bacterianas pode
ser perdido durante os procedimentos de remogdo do material obturador.
Conseqiientemente o nimero de células coletadas pode estar abaixo do nivel de detec¢do do
método da cultura e a prevaléncia dos microrganismos presentes nesses casos pode ser
substimada (Siqueira & Rdgas, 2004). Para superar essas dificuldades inerentes ao método
da cultura, pesquisadores tém utilizado métodos genéticos moleculares, em especial o PCR
(Polimerase Chain Reaction), para identificar bactérias dos canais radiculares de dentes
com tratamento endoddntico prévio (Rolph et al., 2001; Siqueira & Rdgas, 2004; Rogas,
2004; Gomes et al., 2006). Esses métodos se baseciam na detecgio do DNA das espécies
bacterianas sendo, portanto, mais sensiveis do que o método de cultura, além de poder
identificar cepas de cuitivo dificil (Siqueira, 2001).

Rolph ef al. (2001) estudaram a microbiota de canais com polpas necrosadas € com
tratamento endod6ntico prévio utilizando métodos moleculares e cultura, Os autores

relataram que houve um maior niimero de resultados positivos pelo método do PCR do que
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pela cultura, especialmente em casos de retratamento. A andlise molecular de 5 casos de
infecgBes persistentes revelaram espécies dos géneros Capnocytophaga, Cytophaga,
Dialister, Eubacterium, Fusobacterium, Gemella, Mogibacterium, Pepstreptococcus,
Prevotella, Propionibacterium, Selenomonas, Solobacterium, Streptococcus, Veillonella.
Enterococcus ndo foram isolados nos 5 casos estudados.

Siqueira & Rocas (2003) investigaram a presenca de Propionobacterium propionicum
e Actinomyces radicidentis em infe¢es endoddnticas primadrias e persistentes pelo método
do PCR. P. propionicum estava presente em 36% das amostras de infec¢Oes primérias em
58% das amostras de dentes tratados endodonticamente associados a lesdes periapicais. Por
sua vez, A. radicidentis estava presenie respectivamente, em 4% e 8% das infecgdes
endoddnticas primdrias e persistentes. Os géneros Propionibacterium e Actinomyces tém
sido associados a lesGes periapicais persistentes apds o tratamento endoddntico (Sundgvist
& Reuterving, 1980, Nair et al., 1984, Sjogren et al., 1988, 1597).

Siqueira & Rocas (2004) investigaram a ocorréncia de 19 espécies microbianas, pela
andlise do PCR, em 22 amostras de canais radiculares de dentes com insucesso do
tratamento endodéntico. Todas as amostars foram positivas a pelo menos nma das seguintes
bactérias Gram-positivas: Enferococcus faecalis, Pseudoramibacter alactolyticus ou
Propionibacterium propionicum. Enterococcus faecalis foi a espécie mais prevalente,
detectada em 77% dos casos. As outras espécies mais isoladas foram: Pseudoramibacter
alactolyticus (52%), Propionibacterium propionicum (52%), Dialister preumosintes (48 %)
e Filifactor alocis (48%). Candida albicans foi isolada em 9% das amostras.

Utilizando o PCR, Rocgas et al. (2004) investigaram a prevaléncia de Enterococcus
faecalis em canais nfio tratados e em canais com tratamento endoddntico prévio associado a
lesdes periapicais crénicas. Enterococcus faecalis foi isolado em 67% (2I0130) dos dentes
com insucesso do tratamento endodbntico ¢ em 18 % (9/50) dos casos de infegSes
primdrias, sendo isolados principalmente em dentes assintomaticos.

Gomes et al. (2006) investigaram a ocorréncia de Enterococcus faecalis em canais
com polpas necrosadas e em canais de dentes com insucesso do tratamento endoddntico,
utilizando a cultura ¢ o PCR. Nos 50 casos de insucesso endodOntico, E. faecalis estava

presente em 21 (42%) casos pela cultura, e em 38 (76%) casos pela andlise do PCR das
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mesmas amostras. Por outro lado nos 50 casos de infec¢Oes primdrias, E. faecalis estava
presente em 2 (4%) e 41 (82%) canais, respectivamente, pela cultura ¢ PCR. Esses
resultados mostraram que Enterococcus faecalis pode estar presente em canais com polpas
necrosadas, porém em quantidades bem pequenas, ndo detectdveis pelo método de cultura.
Segundo os autores, o crescimento dessa espécie bacteriana pode ser favorecido por
mudangas ecolégicas no canal radicular apés o preparo quimico-mecéinico ou obturagiio
deficiente do canal radicular, tornando possivel sua detecgfio nas culturas microbioldgicas

de dentes com insucesso do tratamento endoddntico.

Infiltraciio coroniria

O insucesso do tratamento endoddntico também tem sido relacionado a auséncia de
um selamento corondrio adequado apds o tratamento endoddntico (Swatz et al., 1983; Ray
& Trope, 1995; Heling et al., 2002). Trabalhos demonstram que bactérias e seus produtos
podem penetrar nas falhas marginais de uma restauragfio defeituosa e na interface entre o
material obturador e o canal radicular, e atingir a regifio periapical (Torabinejad er al., 1990;
Magura ef al., 1991; Cheung, 1996).

O conceito da infiltragdo corondria como umas das causas do insucesso da terapia
endododdntica foi descrito por Marshall & Massler (1961), que estudaram o papel do
selamento corondrio em dentes tratados endodonticamente demonstrando que a infiltragéo
ocorria a despeito da presenga da restauragio coronéria.

Segundo Wilcox & Diaz-Arnold (1989) a microinfiltragio corondria ao redor das
restauragbes tem o potencial de dissolver o cimento obturador, comprometendo o
prognéstico do tratamento endoddntico.

Analisando o efeito da infiltracio corondria em dentes tratados endoddnticamente
expostos a saliva, Magura er al. (1991) observaram contaminagio através da infiltracio de
corantes ¢ da andlise histoldgica e verificaram que apés 90 dias, a infiltracdo foi
significantemente maior do que os outros periodos estudados (2, 7, 14 e 28 dias). Os autores
sugeriram a realizac@o do retratamento endoddntico em dentes sem restauracdcs corondrias

€ expostas ao meio bucal por tr€s meses ou mais. Em casos onde o canal tiver preparo para
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pino com menor quantidade de material obturador, este perfodo deveria ser reduzido na
indicaco do retratamento.

Swartz et al. (1983), avaliando os fatores de sucesso e insucesso de 1.007 dentes
tratados endodonticamente, relataram que dentes com restauragbes corondrias imprdprias
ou ausentes apresentavam um indice de sucesso significantemente menor quando
comparado aos dentes com restauracGes adequadas.

Ray & Trope (1995) avaliaram 1.010 dentes tratados endodonticamente e restaurados,
com o objetivo de avaliar a relagdo entre a qualidade da restauragfio corondria e da
obturagio do canal radicular no {ndice de sucesso do tratamento endodéntico. Os resultados
demonstraram que tratamentos endodOnticos e restauracdes corondrias de boa qualidade
resultaram em um sucesso de 94%; tratamentos endoddnticos adequados e restauracoes
defeituosas, o indice cafa para 44,1%; tratamentos endoddnticos com falhas e boas
restauragbes corondrias, o indice de sucesso era de 67,6%; e tratamento endodOnticos e
restauracfes inadequadas, um baixo indice de 18,1%. Os autores concluiram que a
qualidade da restauracdo corondria era significantemente mais tmportante do que a
qualidade técnica do tratamento endoddntico para manutengéo da sadde periapical de dentes
tratados endodonticamente.

Torabinejad et al. (1990) estudaram in vitro a infiltrago bacteriana em 45 dentes
tratados endodonticamente ¢ ndo selados, expostos as espécies de Staphylococcus
epidermidis e Proteus vulgaris, ¢ observaram que 50% dos canais estavam completamente
contaminados por Staphylococcus epidermidis apds 19 dias, e por Proteus vulgaris apés 42
dias.

Lage-Marques et al. (1996) avaliando 1.805 dentes tratados endodonticamerte,
obscrvéram que 25,7% dos casos apresentavam restauracdes tempordrias, um fator critico
no sucesso desses tratamentos. Estudos t8m demonstrado que os materiais restauradores
tempordrios ndo oferecem um selamento corondrio adequado, permitindo infiltragdo de
bactérias (Keller et al., 1981; Deveaux ef al., 1992; Imura et al., 1997).

Hommez et al. (2002) avaliaram o impacto da restauracio corondria com bases
clinicas e radiogrdficas e a qualidade das obturagGes na resposta periapical. Foram

radiografados 745 dentes e as caracteristicas clinicas e radiogrificas da coroa foram

27



avaliadas quando a infiltracho marginal e cdrie. A obturacio foi avaliada quanto ao
comprimento e homogeinidade e o peridpice quanto a presenga ou auséncia de lesdo apical.
A relagfo entre o estado corondrio, qualidade da obturagdo e a resposta periapical foi
determinada. Os resultados apresentaram 33% dos dentes com presenca de lesdes
periapicais. Dentes com restaurages corondrias consideradas clinicamente boa ou ruim
apresentavam lesdes periapicais em 31,1% e 36,8%, respectivamente; esta diferenga ndo foi
estatisticamente significante. Todavia, a qualidade das restauragSes coronarias avaliadas
radiograficamente influenciou nas condiges periapicais tendo significancia estatistica (p <
0,001) ¢ apresentando lesdo em 23,8% e 49,1%, respectivamente para restauragdes
satisfatorias e insatisfatérias. Assim, concluiram que um bom tratamento endoddntico e
uma boa restauracgfo influenciam no sucesso do tratamento endodéntico.

Adib et al. (2004) estudaram a microbiota de dentes tratados endodonticamete
associados a lesGes periapicais persistentes e infiltracdo corondria. Oito dentes extraidos
foram seccionados transversalmente em 3 partes: a coroa e dois segmentos da raiz
(corondrio e apical), que foram coletados individualmente. Microrganismos foram isolados
de todos os casos com um total de 252 cepas isoladas. A grande quantidade de
microrganismos isolados nos canais radiculares se deve, segundo os autores, ao fato de
todas as amostras apresentarem infiltrag8es corondrias e, também, 2 sensibilidade da técnica
de coleta e cultura utilizadas. O maior nimero de cepas foi encontrado em casos com
infiltragdo corondria e obturagdes endoddnticas de méa qualidade. A porciio corondria
apresentava uma diversidade bacteriana maior ou igual 4 por¢do apical na maioria dos
canais radiculares. Houve um predominio de bactérias anaerdbias facultativas Gram-
positivas, incluindo os géneros Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus. Esses
autores recomendam o selamento corondrio definitivo como parte integrante do tratamento

endoddntico para a obtengfio do sucesso endodéntico.

Microbiota da saliva / Ecossistema bucal
Desde o nascimento o homem estd cercado por um nimero incontiavel de
microrganismos. Muitos deles (cerca de 100 trilhdes), na verdade, estabeleceram uma

morada na superficie de nossa pele, de nossos dentes e da mucosa que tem contato com o
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meio externo. Assim, varios dos nossos compartimentos orgénicos abrigam uma série de
microrganimos que infectam esses locais mesmo no estado de sadde, counstituindo as
microbiotas préprias de cada local. Cada regido do organismo € considerada um habitat
diferente, pois oferece diferentes condi¢cdes ambientais, motivo da nfio existéncia de uma
mirobiota Unica, igual em todas as regides. Existem diferentes composicbes teciduais,
portanto, diferentes receptores para a aderéncia e diferentes nutrientes necessdrios para cada
microrganismos, diferentes teores de umidade, diferentes pH, maior ou menor teor de
oxigénio, entre outros fatores. E evidente que sé colonizam uma certa regido, um certo
habitat, 0s microrganismos que se¢ adaptam 4 sua condi¢@io ecoldgica. A cavidade bucal, em
funcdo da sua complexidade anatdmica, apresenta varios sitios ecoldgicos, sendo a mais
complexa de todo o corpo humano: sO de bactérias existem mais de 30 géneros diferentes,
abrangendo mais de 500 espécies diferentes (De Lorenzo, 2004).

Socransky & Hatfajee (2002) relataram que, na boca, existem aproximadamente 350
espécies bacterianas jd cultivadas e mais de 200 que foram reconhecidas por métodos
genéticos. Em mimero total de microrganismos, a microbiota bucal sé pode ser comparada
com a microbiota intestinal, mas a bucal é bem mais complexa devido a existéncia de
dentes.,

O uso de substincias antimicrobianas, embora eventual, pode desequilibrar a
microbiota bucal. A utilizacdo de antibidticos de amplo espectro de acdo durante algum
tempo, suprime a grande maioria das bactérias, mas ao mesmo tempo favorece o
superdesenvolvimento de espécies resistentes e de fungos como Candida albicans. A
microbiota bucal pode sofrer algumas modificagdes em funcdo de alteragbes sistémicas
fisiologicas ¢ patoldgicas como: alteragGes hormonais, estresse, diabetes, leucemia,
imunodeficiéncias e quimioterapias anti-cAncer (De Lorenzo, 2004). |

Em 1964, Engstrém postulou que havia uma correlagfo direta entre a ocorréncia de
Enterococcus spp. na cavidade oral e na c&mara pulpar. Egan et al. (2002) relacionaram a
prevaléncia e a diversidade dos fungos nas amostras de saliva e canal radicular dos mesmos
pacientes, associando também os fatores clinicos. Fungos nio foram fregilentemente
encontrados, estando presentes em 6/60 canais radiculares (10%). Dos casos positivos, 2

eram dentes infectados e ndo tratados (de um total de 35), enquanto 4 eram casos de dentes
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tratados endodonticamente associados a lesdes periapicais (de um total de 25). Concluiram
que a presenca de fungos no canal radicular esti associada a sua presenca na saliva,
independentemente da restauracio coronéria on tratamento endododntico prévio.

Sedgley et al. (2005) estudaram a prevaléncia de enterococci oral pelo método PCR.
Enterococcus faecalis foram detectados em 11% de 100 pacientes que estavam em
tratamento endoddntico e em 1% de 100 estudantes que ndo possuiram nenhum tratamento
endodéntico. As cepas de E. faecalis apresentaram alguns fatores de viruléncia como
produgdo de hemdlise, gelatinase e bacteriocina. Além disso, todas foram suscetiveis a
ampicilina, benzilpenicilina, gentamicina e vancomicina,

Sedgley et al. (2006) invertigaram pelo método de cultura e PCR a presenca de E.
faecalis em diversos sitios da cavidade oral de 41 pacientes (n=136) em terapia
endoddntica. A prevaléncia foi de 68% dos pacientes, sendo apenas 5% detectados nos
canais radiculares. E. faecalis foram mais detectados na lingua do que no sulco gengival,
fluido salivar € canal radicular. O método de identificagfio por PCR foi mais eficaz do que o

método de cultura para deteccio de E. faecalis da cavidade oral.

Outros fatores associados ao insucesso endodéntico

Embora 0s microrganismos sejam os principais agentes etiolégicos dos casos de
fracasso da terapia endedéntica, outros fatores independentes podem afetar adversamente o
prognéstico do tratamento endoddntico (Nair ef al., 1999).

Nair et al. (1990b) relataram um caso de reagdo de corpo estranho dos tecidos
periapicais a um material obturador dos canais radiculares. O estudo consistiu na biépsia de
uma lesdo periapical assintomdtica persistente apés o tratamento endodéntico, que foi
verificada a luz da microscopia dptica e eletrbnica de varredura. A dnica caracterfstica da
lesdo era a presenca de células multi-nucleadas semelhantes a células gigantes da reagio de
corpo estranho e a presencga de magnésio e silicone, que foram considerados remanescentes
do excesso do material obturador do tratamento endod6ntico prévio.

Lin et al. (1991) relataram que tecidos necréticos ¢ materiais obturadores nocivos

poderiam agir como irritantes, causando nma inflamagio periapical. Os autores também
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encontraram casos diagnosticados como cistos apicais, que foram considerados fatores de
insucesso.

Nair et al. (1993), através da andlise, em microscopia optica e eletrdnica de varredura,
da biGpsia de uma lesdo que ndo regrediu ap6s o tratamento endoddntico, relataram que a
lesdio foi diagnosticada como cisto e apresentava um grande nimero de cristais de colesterol
no tecido conjuntive que circundava o revestimento epitelial da loja cistica. Uma vez que
microrganismos ndo foram detectados, os autores atribufram a causa da persisténcia da
lesfio a fatores endégenos, como ¢ acdmulo de cristais de colesterol ¢ a prépria condigio
cistica da leséo.

Nair et al. (1999), no estudo de bidpsias de 6 lesdes periapicais persistentes ao
tratamento endodéntico, encontraram 2 casos com infecges persistentes no interior do
sistema de canais radiculares, um caso de cisto, 2 casos de tecido de cicatrizacdo
denominado escara apical, € um granuloma. Os autores confirmaram estudos prévios de que
infecgdo intraradicular e cistos periapicais sfdo causas importantes do insucesso
endoddntico, porém, algumas radioluscéncias periapicais podem ocasionalmente ser devido

a cura.

Tratamento do insucesso endodéntico

As principais modalidades de tratamento dos insucessos endoddnticos sdo o
retratamento convencional e a cirurgia periapical (Friedman & Stabholtz, 1986; Hepworth
& Friedman, 1997, Briggs & Scott, 1997). Cada modalidade apresenta vantagens € riscos
especificos, 0 que exige uma andlise criteriosa da situagfo clinica, para optar pelo
tratamento mais indicado (Friedman & Stabholtz, 1986).

Como a maioﬁa dos fracassos endoddnticos resulta de uma proliferacdo bacieriana
dentro do canal do dente com tratamento endoddntico prévio, a razdo para se realizar o
retratamento convencional, isto €, a desinfec¢do do sistema de canais radiculares, obedece
tanto aos principios bioldgicos quanto aos principios técnicos que regem a terapia
endodontica (Hepworth & Friedman, 1997). Assim, o retratamento endoddntico €, de
acordo com a maioria dos autores, o tratamento de primeira escolha, porém a cirurgia

periapical consiste em um tratamento adicional nos casos em que o retratamento fracassou
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ou néo foi possivel de ser realizado (Friedman & Stabholtz, 1986; Hepworth & Friedman,
1997; Briggs & Scott, 1997, Ruddle, 1997).

O retratamento endoddntico consiste em realizar a remog¢io do material obturador, a
reinstrumentacio e reobturacio do sistema de canais radiculares, com o objetivo de superar
as deficiéncias da terapia anterior. O retratamento busca obter, radiograficamente, uma
imagem que revele uma obturacdo adequada do canal radicular, quanto a compactagéo e ao
limite apical, permitindo supor uma favoravel evolugfo quanto a reparacio tecidual (Lopes
et al., 1999).

E importante ressaltar que a realizagio do retratamento convencional, antes da
cirurgia periapical, aumenta o indice de sucesso da mesma (Hepworth & Friedman, 1997;
Briggs & Scott, 1997).

A cirurgia periapical oferece um acesso imediato ao dpice radicular. Nesse
procedimento, € possivel realizar a limpeza dos tecidos ao redor do dpice; a apicectomia
para remo¢do de 2 a 3 mm do dpice, que fregiientemente contém ramificacdes dos canais
com infecgdo; e a obturagdo retrégrada para um bom selamento (Hepworth & Friedman,
1997; Briggs & Scott, 1997).

Os indices de sucesso das duas modalidades de tratamento, retratamento convencional
e cirurgico, sdo semelhantes, ndo apresentando diferengas estatisticas nos estudos realizados
(Allen et al., 1989; Hepworth & Friedman, 1997). Allen er al. (1989), analisando
retrospectivamente 633 casos, mostraram que a taxa de sucesso do retratamento
convencional era de 72,7%, ¢ o cirtdrgico com obturacio retrégrada era de 60%. Hepworth
& Friedman (1997}, em uma revisfio da literatura, estimaram uma média de sucesso de 66%

e 59% dos retratamentos néo-cirirgicos e cirdrgicos, respectivamente.

O uso de antibidticos sistémicos como complemento & terapéutica de casos de
insucessos endodonticos

A razdo para o uso de antibiéticos sistémicos se baseia em cinco fatores: indicagio
apropriada, habilidade da droga de alcancar o sitio de infecgio em concentragdes
adequadas, eficdcia da droga contra os microrganismos, efeitos adversos minimos ao

paciente ¢ estado do sistema imune do paciente (Walker, 1992; Grad, 1997).
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O uso de antibidticos por via sistémica, nos casos de infeccdes endoddnticas, estd
indicado apenas quando infec¢fes periapicais agudas apresentam sinais de disseminagdo do
processo infeccioso, ou sinais e sintomas de ordem sistémica (Abbott ef al., 1990; Grad,
1997; Andrade, 1999).

InfecgBes cronicas geralmente ndo requerem terapia antibidtica, exceto durante uma
exarcebacio aguda (Abbott et al. 1990). Os autores explicam que lesdes periapicais
cronicas estdo associadas a dentes com polpas necrosadas ou com tratamento endoddntico
prévio, que ndo possuem nenhum suprimento sanguineo. Logo, quando um antibidtico €
administrado por via sistmica, a concentracio de antibidtico que alcanga o local de
infeccéio, ou seja, o canal radicular € insignificante e insuficiente para inibir o crescimento
bacteriano.

Embora antibioticos de uso sist€émico nZo sejam normalmente utilizados no
tratamento de doencas crfnicas, em pacientes com risco de desenvolvimento de endocardite
bacteriana eles se tornam um importante complemento & terapéutica endoddntica, sendo
utilizados em regimes profildticos (Abbott et al. 1990; Grad, 1997).

Debelian et al. (1995), com o objetivo de estudar a bacteremia associada ao
tratamento endodoéntico, realizaram coletas microbioldgicas de 26 canais radiculares
associados a periodontites apicais cronicas antes da instrumentagdio, e coletas sanguineas
durante e 10 minutos apds a instrumentacio endoddntica. Microrganismos anaerdbios
foram isolados de todos os canais radiculares e de 11 coletas sanguineas. As espécics
microbianas isoladas da corrente sanguinea foram: Propionibacterium acnes,
Peptostreptococcus  prevotii, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia,
Saccharomyces cerevisiae, Actinomyces israelii, Streptococcus intermedius ¢ Streptococcus
sanguis. Testes bioquimicos e antibiogramzis revelaram que os isolados dos canais
radiculares e do sangue tinham o mesmo padrdo. Os resultados demonstraram que 0s
microrganismos encontrados no sangue tinham como fonte o canal radicular.

Em pacientes de risco, a profilaxia antibidtica € recomendada nos seguintes
procedimentos endoddnticos, de acordo com as recomendacgdes preconizadas pela American
Heart Association: instrumentacdo (além do dpice dental); cirurgia perirradicular e

reimplante de dentes avulsionados (Dajani et al., 1997; Andrade ef al., 1998).
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Abbott et al. (1990) advertem que, devido a dificuldade de garantir que toda a
instrumentagdo vai estar confinada no interior do canal radicular, a profilaxia antibidtica
deve ser recomendada para todos os pacientes de risco, durante a terapéutica endodéntica.

As condigdes cardiacas mais associadas a endocardite bacteriana sio classificadas de
acordo com a American Heart Association, em condigdes de alto risco e risco moderado. As
condi¢gBes cardiacas consideradas de alto risco sfo: vdlvulas cardfacas protéticas;
endocardite bacteriana prévia; condutos pulmonares sist€émicos construidos cirurgicamente;
e doengas cardfacas ciandticas complexas, como estados ventriculares stmples, transposicéo
de grandes artérias e tetralogia de Fallot. As de risco moderado compreendem: a maioria
das malformacdes cardiacas congénitas; disfuncdo valvular adquirida; cardiomiopatia
hipertréfica; prolapso da vélvula mitral com regurgitagiio valvular e/ou espessamentro dos
folhetos valvulares, Em ambas as condi¢Oes, recomenda-se o regime antimicrobianc
profildtico para prevengio da endocardite bacteriana (Dajani ef al. 1997; Andrade et al.,
1998).

Para Dajani er al. (1997) a endocardite infecciosa causada por Streptococcus do grupo
viridans € mais comum apds certas intervengdes odontologicas do trato respiratdrio superior
e do eséfago, ndo sendo comum que esses microrganismos causem complicacbes em
procedimentos invasivos do trato gastro-intestinal e genito-urindrio. Similarmente, segundo
os autores, a endocardite provocada por Enterococcus spp. seria uma conseqii€ncia de
intervengdes do trato gastro-intestinal, e ndo uma conseqiiéncia comum dos procedimentos
odontolégicos. Para o uso correto da profilaxia antibiética, um dos principios basicos € o
conhecimento dos principais microrganismos causadores da infec¢fo e sua suscetibilidade
antimicrobiana (Grad, 1997).

Streptococcus do grupo viridans sfio a— hemoliticos pertencem 4s espécies dcl)s grupos
dos 8. sanguis, S. milleri, S. mitis, S. mutans, S. pneumoniae, S. salivarius, S. vestibularis ¢
“Gemella spp” (Gomes, 1995).

Nord & Heimdah] (1990) explicaram que a producio de dextrano, um polissacarideo
extra-celular, pelos S. mutans e S. sanguis, facilita a adesdo na superficie do endocardio,

constitnindo um fator de viruléncia na patogenicidade da endocardite.
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Bactérias anaerébias sdo consideradas causas incomuns, porém importantes, da
endocardite infecciosa (Nord, 1982). Entretanto, estudos t€ém demonstrado um aumento na
incidéncia de bacteremia por bactérias anaerdébias apds procedimentos dentais (Debelian et
al. 1992, 1995; Sapico & Sarma, 1983; Sapico & Aldridge, 1993). Segundo Debelian et al.
(1994), isso se deve a melhoria das téenicas microbiolégicas.

O regime profilitico padriio recomendado pela American Heart Association consiste
em uma tnica dose de amoxicilina, por via oral. Os antibidticos amoxicilina, ampicilina e
penicilina sfo igualmente efetivos, in vitro, conira os estreptococos O-hemoliticos;
entretanto, a amoxicilina é recomendada porque € mais bem absorvida pelo trato
gastrintestinal, proporcionando niveis séricos maiores € mais duradouros. A dose
recomendada é de 2,0 g, para ser administrada 1 hora antes dos procedimentos dentais
(Dajani et al. 1997; Andrade et al., 1998).

Pacientes alérgicos as penicilinas (amoxicilina, ampicilina ou penicilina) devem ser
tratados com regimes alternativos. A clindamicina é uma opg¢éo recomendada, administrada
por via oral, 1 hora antes do procedimento, em uma dose de 600 mg. Azitromicina ou
claritromicina também € uma alternativa para os pacientes alérgicos as penicilinas (Dajani
et al. 1997). Essas drogas sfo relacionadas quimicamente a eritromicina, mas possuem um
nivel sérico maior e mais prolongado, um espectro antibacteriano mais amplo, ¢ causam
menos efeitos adversos no trato gastrintestinal, quando comparados a eritromicina
{(Chambers & Sande, 1995; Andrade, 1999).

Segundo Dajani et al. (1997), a eritromicina nfo estd mais inclufda nas novas
recomendacdes devido a efeitos adversos no trato gastrintestinal ¢ a farmacocinética
complicada das varias formulacoes.

Cefalexina ou cefadroxil sao cefalosporinas e estdo indicadas pelo protocolo da
American Heart Association como uma droga alternativa para pacientes alérgicos as
penicilinas, desde que os mesmos néo apresentem historia de reacOes alérgicas imedtatas as
penicilinas (urticdria, angioedema e anafilaxia) (Dajani et al., 1997). Segundo Grad (1997),
devido a possibilidade dos pacientes alérgicos as penicilinas apresentarem sensibilidade
cruzada e desenvolverem reagdes alérgicas as cefalosporinas e devido a existéncia de outras

opgdes de profilaxia antibidtica, sugere que, em pacientes alérgicos as penicilinas, as
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cefalosporinas sd devem ser consideradas se o paciente ndo poder tomar clindamicina,
azitromicina ou claritromicina.

Para pacientes incapazes de fazer uso da droga por via oral, é recomendada a
ampicilina por via intra-muscular ou intra-venosa, 30 minutos antes dos procedimentos. Em
individuos alérgicos as penicilinas, a clindamicina ou a cefazolina estdo recomendadas

(Dajani et al., 1997).

Antibidticos: mecanismo de acao e resisténcia

O uso indiscriminado dos antibidticos tem levado ao aparecimento de bactérias
resistentes aos antimicrobianos (Tomasz, 1994). O mecanismo de resisténcia resulta de
alteracOes fisioldgicas ou estruturais da célula bacteriana, que representa uma estratégia de
sobrevivéncia ao ataque abusivo dos agentes antimicrobianos (Forbes ez al., 1998).

Walton & Chiappinelli (1993) condenaram a prdtica comum de muitos dentistas de
prescreverem antibidticos aos pacientes apds procedimentos endodonticos, alegando que
néo ha evidéncia de que o antibidtico reduza a dor ou acelere o processo de cura.

Harrison (1999) alertou para o problema do surgimento de infec¢@es resistentes aos
antibidticos atualmente disponiveis, que ndo respondem ao tratamento. Forbes et al.
(1998), relataram que existiam espécies de Enterococcus spp. e Pseudomonas aureginosa,
para as quais ndo havia terapia antibidtica eficaz. Rotimi et al. (1999), em seu estudo,
encontraram espécies de Bacteroides spp. multi-resistentes a drogas comumente utilizadas
para tratar infecgdes anaerdbias.

O uso indiscriminado de antibidticos pelo dentista deve ser desencorajado,
prevenindo um efeito em longo prazo sobre uma populacfio inteira, especialmente no que

diz respeito ao desenvolvimento da resisténcia bacteriana (Abbott ez al., 1990).

Penicilinas
As penicilinas, como um grupo, sdo os agentes antimicrobianos mais freqiientemente
utilizados, € constituem a primeira opcdo como coadjuvante no tratamento das infecgdes

odontoldgicas leves ou moderadamente severas, e na prevencio da endocardite bacteriana
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{Greenberg et al., 1979; Moenning et al., 1989; Abbott et ai., 1990; Baker & Fotos, 1994;
Sands et al., 1995; Andrade, 1999).

As penicilinas séo compostos naturais e semi-sintéticos, com propriedades diferentes
no que diz respeito 4 sua acdo antimicrobiana, podendo apresentar pequeno ou largo
espectro de acfio biolégica (Walker, 1992; Andrade, 1999).

Dajani et al. (1994) observaram, apds a administracio por via oral de uma dnica dose
de 2g de amoxicilina, os picos plasmaéticos da droga apos 1, 2, 4 ¢ 6 horas, e encontraram,
respectivamente, 9,0; 14,5; 10,7 e 3,7 u/ml. Os autores relataram que as concentragGes
obtidas eram maiores do que as concentragdes necessdrias para impedir o crescimento da
maioria dos estreptococos da cavidade oral.

Devido a alta concentraglio e a niveis prolongados da droga no sangue, a amoxicilina
é o agente de escolha para a profilaxia antibidtica em pacientes com risco de
desenvolvimento da endocardite bacteriana (Dajani ¢t al., 1997).

As penicilinas fazem parte do grupo dos antibibticos beta-lactimicos, devido a
presenca de um anel beta-lactdmico em sua estrutura quimica. Esses compostos possuem
acdo bactericida, e agem inibindo a sintese da parede celular (Walker, 1992; Andrade
1999).

O principal mecanismo de resisténcia de bactérias as penicilinas € a producio de beta-
lactamases pelas células bacterianas. As beta-lactamases sdo enzimas que tém a propriedade
de destruir o anel beta-lactdmico de algumas penicilinas e a estrutura alterada da droga nao
permite a ligacdo com as enzimas responsaveis pela sintese da parede celular, impedindo
sua a¢io bactericida (Walker, 1992; Forbes et al., 1998; Andrade, 1999).

Staphylococcus s@o as bactérias Gram-positivas que mais comumente produzem beta-
lactamases, inativando as penicilinas (Forbes et al., 1998). Virias alteracSes na estrutura
dos agentes beta-lactimicos tém sido desenvolvidas para proteger o anel beta-lactAmico
contra a hidrélise enzimdtica, aumentando a eficdcia do antibiético nos microrganismos
produtores de beta-lactamases. As isoxazolil-penicilinas, que comprendem a oxacilina €
dicloxacilina, sdo antibidticos de pequeno espectro, resistentes as beta-lactamases,
indicados quase exclusivamente em infec¢des estafilocdcicas (Walker, 1992; Forbes et al.,

1998; Andrade, 1999). Como o0s Staphylococcus néo constituem os patégenos primarios das
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infecgbes odontogénicas, essa droga ndo estd indicada na maioria dos casos (Moenning et
al., 1989).

Entre as bactérias anaerdbias, a producdo de beta-lactamases também constitui o
principal mecanismo de resisténcia aos antibidticos beta-lactdmicos (Rasmussen et al.,
1993). Espécies de Bacteroides fragilis produzem beta-lactamases em 96% a 100% dos
casos (Jacobs et al., 1990).

Segundo Johnson (1993), em uma revisdo da literatura sobre a suscetibilidade de
bactérias anaerdbias a antibiéticos beta-lactdmicos nos Estados Unidos, o numero de
espécies bacterianas capazes de produzir beta-lactamases tem aumentado no decorrer dos
anos. Espécies pertencentes aos géneros Bacteroides (outras espécies além dos Bacteroides
fragilis), Prevotella, Porphyromonas e Fusobacterium tém demonstrado resisténcia aos
antibidéticos beta-lactimicos.

Uma estratégia terapéutica € a associagAo de substincias inibidoras das beta-
lactamases as penicilinas. O clavulanato de potdssio, sal potdssico do 4cido clavuldnico,
exerce uma agio inibitoria das beta-lactamases, se unido irreversivelmente a estas enzimas
¢ inativando-as, tornando o microrganismo sensivel as penicilinas que normalmente eram
susceptivels a a¢fo das beta-lactamases, aumentando assim de forma efetiva o espectro de
acdo antibidtica das penicilinas (Walker, 1992; Forbes ef al., 1998; Andrade, 1999).

Cullmann er al. (1993) investigaram a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias
anaerébias pertencentes aos géneros Bacteroides spp. (incluindo Bacteroides fragilis),
Prevotella  spp., Fusobacterium spp, Peptostreptococcus spp., Clostridium  spp.,
Actinomyces spp., Propionibacterium spp., e Veillonella spp., utilizando diversos
antibidticos. Os resultados demonstraram que as espécies de Bacteroides spp. foram as mais
resistentes, € o composto mais ativo contra as bactérias isoladas foi a combinagio das
penicilinas com inibidores de beta-lactamases. As bactérias Gram-positivas foram
amplamente sensiveis a maioria dos antibidticos testados.

Segundo Forbes et al. (1998) outro mecanismo de resisiéncia das bactérias Gram-
negativas aos antibidticos beta-lactdmicos € a diminuicio de absor¢do da droga pela célula
bacteriana. Esse mecanismo n#o é possivel nas bactérias Gram-positivas, pois o antibiético

alcanga diretamente as enzimas para impedir a sintese da parede celular. As bactérias Gram-

38



negativas, porém, possuem uma membrana externa que cobre a parede celular, pela qual o
antibidtico vai ter que passar para atingir o seu alvo, Mudangas no ndmero ¢ caracteristicas
dos poros da membrana externa podem reduzir a entrada do antibidtico e contribuir para a
resisténeia. Esse mecanismo, associado a presenga de beta-lactamases no espago
periplasmdtico, podem resultar em nfveis clinicamente relevantes de resisténcia das
bactérias Gram-negativas.

A resisténcia aos antibidticos beta-lactimicos também pode ser adquirida quando as
bactérias alteram o alvo onde antibidtico vai agir. Nesse mecanismo, 0 microrganismo
muda, ou adquire de outro microrganismo, os genes que codificam as enzimas responsdveis
pela sintese da parede celular. Essas novas enzimas, derivadas de mutagbes genéticas,
continuam sua fun¢fio mesmo na presenga do antibiético beta-lactimico, geralmente porque
esses ndo apresentam afinidade suficiente por essas enzimas. Esse € o mecanismo pelo qual
espécies de Staphylococcus podem apresentar resisténcia as penicilinas (ao grupo das
penicilinas resistentes as beta-lactamases) e a outros agentes beta-lactdmicos. Esse
mecanismo também € responsdvel pela resisténcia aos beta-lactimicos observadas entre
espécies de Enterococcus e algumas espécies de Streprococcus prneumoniae € eStreptococos
viridans (Forbes et al., 1998).

Segundo o Conselho de Assuntos Cientificos da ADA (American Dental
Association), em sua reunido em 1997, a resisiéncia aos antibidticos tem aumentado em
uma taxa alarmante. A resisténcia & penicilina de Streptococcus pneumoniae tem crescido
de praticamente zero, hd poucos anos atrds, a 25% a 60% de todas espécies isoladas. Essa
resisténcia a penicilina tem aumentado também entre espécies de estreptococos viridans.

Hunt & Meyer (1983) coletaram espécimes de infecgdes odontogénicas no perfodo de
1978 a 1981 e constataram que, em contraste (;Om os resultados de 1978, onde néo foi
encontrada nenhuma espécie de estreptococos viridans resistente a penicilina, as tiltimas
espécies isoladas no estndo apresentaram resisténcia a penicilina em aproximadamente 15%
dos casos.

Baker et al. (1985) isolaram Streptococcus mutans resistentes as penicilinas da
cavidade oral. Quayle er al. (1987) também encontraram resisténcia 2s penicilinas em

espécies de estreptococos viridans, entre organismos isolados de infecgdes odontogénicas.
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Estreptococos do grupo viridans requerem teste de suscetibilidade antimicrobiana
quando implicam em risco de endocardites (Forbes ef al., 1998). Parillo et al. (1979)
relataram dois casos em que estreptococos viridans resistentes as penicilinas produziram
endocardites em pacientes que receberam o regime profildtico com estas drogas.

Estreptococos resistentes as penicilinas podem estar presentes na cavidade oral de
pacientes que fazem uso constante das pencilinas, como nos casos de prevengdo da febre
reumdtica aguda. De acordo com as recomendacGes da American Heart Association, nessas
situacbes deve-se sclecionar uma droga de um outro grupo, como a clindamicina,
azitromicina ou a claritromicina para a profilaxia da endocardite bacteriana (Dajani ef al.,

1997; Andrade et al., 1998).

Lincosaminas

A clindamicina € a {inica droga do grupo das lincosaminas que possui indicacio na
odontologia ¢ constitui um dos antibidticos mais eficazes contra infec¢Ses odontogénicas
sérias (Moenning et al., 1989; Baker & Fotos, 1994; Grad 1997; Andrade, 1999).

Essa droga € ativa contra a maioria das bactérias Gram-positivas, abrangendo espécies
anaerdbias e facultativas, inclusive Staphylococcus aureus e outras espécies produtoras de
beta-lactamases. A clindamicina € particularmente ativa contra quase todos anaerébios
Gram-negativos, incluindo Bacteroides fragilis (Walker, 1992; Moennig et al., 1989; Sands
et al., 1995, Andrade 1999). As bactérias Gram-negativas aerdbias ndo sdo sensiveis a
clindamicina (Walker, 1992; Chambers & Sand, 1995).

O grupo das lincosaminas atua na sintese protéica, dificultando a traducio da
informacdo genética que permite essa sintese. Todas as reagbes quimicas que ocorrem na
célula s@o catalisadas por enzimas especificas. Essas enzimas sdo protefnas cuja estrutura &
determinada pela informagdo contida no DNA do microrganismo, que vai ser convertida,
através do processo de traducfio genética, em uma proteina funcional. Esses antibidticos
inibem a sintese protéica fixando-se & subunidade 50S dos ribossomos, impedindo a ligacio
do t-RNA (4cido ribonucléico-transportador). Essas drogas sfio bacteriostdticas, ou seja,

1impedem o crescimento e a reprodugiio bacteriana (Walker, 1992; Andrade, 1999).



Devido ao seu uso estar associado a efeitos adversos sérios, como a colite
pseudomembranosa (Gill & Pallasch, 1981), a clindamicina deve ser reservada para as
infecgbes odontogénicas graves, anaerobias, que nio responderam adequadamente aos
antibidticos de primeira escolha, normalmente as penicilinas (Walker, 1992; Andrade,
1999). Segundo Moenning ef al. (1989) e Baker & Fotos (1994), devido ao fato da
clindamicina ter seu uso limitado, essa droga continua efetiva contra a maioria dos
microganismos envolvidos nas infec¢es odontogénicas.

Appelbaum et al. (1992), analisando a suscetibilidade de 540 bacilos Gram-negativos
anaerdbios, relataram que a clindamicina foi ativa contra 98% das espécies testadas.

Cullmann et al. (1993) investigando a suscetibilidade antimicrobiana de diversas
bactérias anaerébias a diferentes agentes, relataram que, dentre os antibidticos ndo beta-
lactdmicos, a clindamicina foi o composto mais ativo. Essa droga também se mostrou eficaz
contra os Bacteroides spp., que foram consideradas no estudo, as espécies mais resistentes
aos agentes antibacterianos.

Wexler et al. (1991) estudando in vitro a atividade da clindamicina, entre outros
antibidticos, contra as bactérias anaerObias, encontraram espécies de Bacteroides spp.,
Clostridium spp. e Peptostreptococcus spp. resistentes. Appelbaum et al. (1992) alertaram
que, nos Estados Unidos, a resisténcia a clindamicina estd comegando a surgir devido ao
uso generalizado desse composto a nivel hospitalar.

Forbes et al. (1998) explicam que o mecanismo de resisténcia bacteriana a esse
composto pode ser mediado por alteragio genética no sitio de ligagio da subunidade 505
dos ribossomos, fazendo com que a clindamicina nfo se ligue a eles, ndo inibindo assim, a
sintese da proteina. Qutro mecanismo de agdo, citado pelos autores, é a diminuigdo da
absor¢ido da droga, que também pode ser auxiliado por um sistema de refluxo que certas
bactérias possuem, no qual elas devolvem o antibidtico para fora da célula, diminuindo sua
concentragdo intra-celular e impedindo assim sen efeito.

Walker (1992) e Chambers & Sand (1995) relatam que microrganismos resistentes a
clindamicina freqilentemente apresentam resisténcia-cruzada com os macrolideos.
Entretanto as espécies resistentes a eritromicina nfio sfo necessariamente resistentes a

clindamieina.
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Macrolideos

Os macrolideos sdo um grupo de antibidticos que possuem em comum, na sua
estrutura quimica um anel lacténico de 15 dtomos. Este grupo inclui a eritromicina e outras
drogas relacionadas quimicamente com & eritromicina, como a claritromicina e
roxitromicina (Andrade, 1999). A azitromicina difere dessas drogas pela a insergéo de
apenas um dtomo de nitrogénio no anel lacténico de 15 dtomos, o que parece conferir a essa
droga mudangas em algumas caracteristicas farmacocinéticas, como uma meia-vida
plasmatica biolégica bastante prolongada nos tecidos, € um maior espectro de acfo
(Chambers & Sand, 1995; Andrade, 1999).

Os macrolideos sfio bacteriostiticos e agem inibindo a sintese proteica bacteriana,
através da ligacao as subunidades 508 dos ribossomos (Walker, 1992; Andrade, 1999).

A eritromicina apresenta espectro de a¢do similar ao das penicilinas G e V, com acéo
contra a maioria dos cocos Gram-positivos ¢ a maioria das bactérias anaerébias orais
{Moenning et al., 1989; Sands et al., 1995). Porém, muitas bactérias anaerébias e aerébias
tém desenvolvido resisténcia a essa droga (Baker ef al., 1993; Cullmann ef al., 1993).

A maioria das bactérias Gram-negativas apresenta resisténcia intrinseca a eritromicina
devido a sua incapacidade de penetrar 0 complexo: membrana externa e parede celular. A
resisténcia adquirida pode ser mediada por plasmideos que codificam uma alteracéo no sitio
de ligacdo na subunidade 50S ou por enzimas que inativam a eritromicina (Walker, 1992).

Baker et al. (1993) isolaram 139 amostras bacterianas da cavidade oral, anacrdbias
estritas ¢ facultativas, ¢ testaram a suscetibilidade bacteriana a diversos antibiéticos. Os
resultados demonstraram que praticamente todos os grupos bacterianos continham espécies
resistentes  a  eritromicina,  compreendendo  espécies  de  Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Bacteroides oralis, Campylobacter spp., Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum e Veillonella parvula.

Cullmann er al. (1993), em seu estudo da suscetibilidade antimicrobiana de bactérias
anaerdbias, relataram que a eritromicina ndo foi eficaz contra os patégenos anaerdbios

Gram-negativos, apresentando resisténcia contra os Bacteroides spp. e Fusobacterium spp.
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Os autores mostraram que até mesmo algumas espécies Gram-positivas apresentavam
resisténcia, entre elas espécies de Peptostreptococcus Spp. e Propionibacterium spp.

Hunt et al. (1978) relataram que aproximadamente 50% das espécies de
Streptococcus e Staphylococcus isoladas de infecgdes orais, eram resistentes a eritromicina.

Segundo Chambers & Sand (1995), embora nfo sejam comuns a todas as localidades,
as espécies de Streptococcus resistentes a eritromicina parecem estar aumentando, €
freqiientemente também apresentam resisténcia a clindamicina.

A azitromicina devido a sua diferenga estrutural, apresenta um espectro de agdo
aumentado quando comparado a eritromicina (Chambers & Sand, 1995; Andrade, 1999).
Segundo Fass (1993), a azitromicina se apresenta mais ativa contra espécies Gram-
negativas, como Haemophilus influenzae e Fusobacterium, e alguns bacilos Gram-
negativos entéricos, o que presumivelmente se deve a uma melhor penetracdo da droga
através da membrana externa e parede celular. Porém, segundo o autor, a azitromicina €
menos ativa que a eritromicina contra os organismos Gram-positivos, especialmente
Streptococcus spp. € Enterococcus spp. As duas drogas apresentam atividade equivalente
contra Staphylococcus spp. e bactérias anaerébias Gram-positivas. O autor verificou que
embora a atividade antibacteriana dessas duas drogas variasse entre microrganismos, como
regra geral, os microrganismos que eram relativamente suscetiveis a um eram suscetiveis ao
outro, assim como microrganismos resistentes a um, também apresentavam resisténcia-
cruzada ao outro; com excecdo do Fusobacterium, que se mostrou suscetivel somente a
azitromicina,

Peters et al. (1992), em uma revisio da literatura sobre a atividade antimicrobiana da
azitromicina e de outros macrolideos, relataram que embora a azitromicina apresentasse
menor atividade do que a eritromicina ir vitro contra os micrlorganismos Gram-positivos,
clinicamente, as concentracdes da azitromicina nos tecidos eram superiores a da
eritromicina. ApSs a administragdo oral, as concentragbes sanguineas da azitromicina s3o
menores que a eritromicina, porém isso reflete a ripida movimentacio da droga da
circulagio para os compartimentos intracelulares, resultando em uma maior concentragio
tissular do que a comumente vista com a eritromicina. Entretanto, a desvantagem potencial

da baixa concentragio sanguinea da azitromicina estd relacionada a bacteremia que pode
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ocorrer em pacientes que estdo comprometidos severamente. Contudo, a concentragio
tissular € mais importante que a sérica para o tratamento de doencas do trato respiratério e
outras infecgSes (Peters et al., 1992),

Segundo Andrade (1999), ainda ndo existe um niimero suficiente de trabalhos na area
odontolégica que permita avaliar a relagéo risco/beneficio da azitromicina no tratamento

das infec¢des odontoldgicas.

Testes de suscetibilidade antimicrobiana

Muitas bactérias, clinicamente importantes, sdo capazes de adquirir € expressar
resisténcia a agentes antimicrobianos comumente usados para tratar infeccdes, o que torna
necessario, em determinadas situacGes, a realizacfo de testes laboratoriais para detectar a
resisténcia ou suscetibilidade antimicrobiana desses microrganismos (Finegold et al., 1988;
Cullman er al., 1993; van Steenbergen et al., 1993; Rosenblatt & Brook, 1993; Wexler
1993; Barnard et al., 1996; Forbes et al., 1998).

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana estdo indicados, de acordo com o National
Commitee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS, nas seguintes situagGes:
determinacio do padrio de suscetibilidade dos microrganismos a novos agentes
antimicrobianos; monitoramento periddico dos padrdes de suscetibilidade de bactérias
dentro de uma 4rea geogréfica ou centro de saide; auxilio ao tratamento de pacientes em
casos de fracassos de terapéutica ou infec¢Oes persistentes, em casos da presenga de uma
espécie resistente aos agentes antimicrobianos comumente utilizados, na auséncia de uma
teraputica comprovada para uma infec¢io em particular e da severidade da infeccdo
(Finegold et al., 1988).

Testes de suscetibilidade gcralmentel consistem na avaliagiio da atividade direta do
agente antimicrobiano sobre a bactéria, que sfo colocados juntos em um mesmo meio in
vitro para verificar a viabilidade da bactéria na presenca de um determinado medicamento
em uma determinada concentragio (Forbes et al., 1998). Os métodos mais utilizados sdo os
testes de suscetibilidade convencionais como a dilui¢éio em caldo (Bamard et al., 1996), a
dilui¢do em 4gar (Baker et al., 1984; Yamamoto et al., 1989; Abu-fanas et al., 1991) e o

método da difusdo de discos em dgar (Zeldore et al., 1962); e os testes de suscetibilidade



comerciais, que sfo variacBes dos métodos convencionais de diluigdo (Cullman et al.,
1993) e difuséo (Citron ez al., 1991; Ngui-Yen et al., 1992; Olsson-Lijequest, 1992; Brown,
1992; Bolmstrom, 1993; Conti, 1997; Le Goff et al., 1997; Vigil et al., 1997).

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana s3o usados para determinar a concentragdo
de um antibidtico necessdria para inibir o crescimento do microrganismo ir vitro. A menor
concentragdo da droga capaz de inibir o microrganismo ¢ denominada de concentragdo
inibitdria minima (CIM) (Walker, 1992).

Baseado nos critérios estabelecidos pelo NCCLS, quando a CIM do medicamento
testado é determinada para uma bactéria em particular, esta pode ser classificada como
suscetivel, suscetibilidade intermedidria ou resistente. Esses critérios de imterpretacdo sdo
resultados de estudos que correlacionam a CIM com o nivel sérico atingido para cada
agente antimicrobiano, mecanismos de resisténcia e sucesso da terapia. Portanto, se o
microrganismo € inibido pela concentragfo do agente antimicrobiano que pode ser atingida
no sangue ou tecidos do paciente que toma as doses recomendadas, o microrganismo €
suscetivel aquela medicagdo. Se a concentragfio do agente antimicrobiano requerida para
inibi¢do de um microrganismo € maior que a obtida no sangue ¢ tecidos durante a terapia, o
microrganismo € resistente. E se a concentragfo inibitéria € igual ou ligeiramente maior do
que aquela normalmente obtida no sangue, o microrganismo apresenta uma suscetibilidade
intermedidria 2 medicagdo (Forbes et al., 1998).

Porém, segundo Chambers & Sande (1995), os testes de suscetibilidade
antimicrobiana apresentam suas limitagdes, pois a concentracdo inibitéria minima (CIM) no

plasma ndo reflete a concentracio do antibidtico no sitio de infecco.

E-test

Um teste de suscetibilidade comercial, que representa uma variagio do método de
difusfio em 4gar, o E-test, foi desenvolvido combinando a conveniéncia e praticidade do
método do disco com a habilidade de determinar a concentragfio inibitéria minima (CIM)
(Bolmstrém, 1993).

O E-test consiste em uma fita plastica de 50mm de comprimento e 3mm de largura,

que contém em um lado um gradiente de concentragdo de antibidtico, ¢ do outro, uma
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escala numérica que indica a concentragdo do medicamento. A fita é colocada sobre uma
placa de 4gar, previamente inoculada com a bactéria a ser estudada, propiciando a difusfio
de um gradiente de antibidtico. Apds o perfodo de incubagdo, uma zona eliptica de inibigdo
¢ formada; o ponto de intersecdo da borda da zona de inibi¢do com a escala numérica da
fita, referente a concentracdo da droga representam a CIM. A fita do E-test pode detectar
uma CIM que varia de 0,016 a 256 ug/ml, com um total de 29 diferentes CIMs, que sdo
agrupadas de duas em duas, representando 15 niveis de dilui¢do (Bolmstrém, 1993).

O E-test constitui um método simples de realizar e fécil de interpretar para se testar a
suscetibilidade antimicrobiana (Citron et al., 1991, Ngui-Yen ef al., 1992; Oilsson-
Lijequest, 1992; Brown, 1992; Bolmstrom, 1993; Conti 1997; Le Goff ez al., 1997; Vigil et
al., 1997). Para a maioria das combinagfes antibidtico-bactéria, a elipse formada € clara,
com a CIM bem definida {(Citron et agl., 1991; Bolmstrom, 1993).

O E-test é considerado um método eficaz para a determinagfio da suscetibilidade
antimicrobiana de bactérias aerébias e anaerébias facultativas (Olsson-Liljequist, 1992;
Brown, 1992; Ngui-Yen et al, 1992). Seu uso também é indicado para testar
suscetibilidade de bactérias anaerdbias estritas (Citron et al., 1991; Nachnanini et al., 1992;
Bolsmtrém, 1993; Conti, 1997).

Le Goff et al. (1997) utilizaram o E-test para estudar a suscetibilidade antimicrobiana
de bactérias isoladas de polpas necréticas e relataram que de 66 bactérias anaerdbias estritas
estudadas, apenas 38 testes deram resultados confidveis ap6s a leitura no tempo maximo
permitido de 48 horas, usando o meio Brucella Agar + 5% de sangue de carneiro
desfibrinado + 1% de vitamina K + 0,5% de hemina, ¢ uma suspensdo bacteriana com
padrdo McFartand 1. Os testes -foram lidos apds 24 ¢ 48h de incubacdo, sendo a segunda
leitura idéntica a dilui¢do mais préxima. Segundo os autores, embora os resultados do E-
test fossem satisfatérios, a razéio entre o mimero de espécies testados € o nimero de
resultados obtidos era insuficiente, o que confirmava que nenhum método € universalmente
aplicdvel para as bactérias anaerébias. Os autores explicaram que algumas bactérias
requerem um periodo de incubag@o superior as 48h, tempo durante o qual as moléculas de

antibidticos poderiam sofrer degradacfio, impedindo uma correta mensurag@o.
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Rotimi et al. (1999), estudando a suscetibilidade de espécies bacterianas do género
Bacteroides spp. pelo método do E-test, aprovaram o método € detectaram a presenca de
espécies resistentes a diversos antibidticos. Os autores ressaltaram que, devido ao problema
crescente da resisténcia bacteriana, os testes de suscetibilidade de bactérias anaerdbias se
tornam obrigatérios para a conduta terap€utica de determinados pacientes, havendo entéo a
necessidade de testes precisos, rapidos, € que suportem o crescimento adequado da maioria

das bactérias clinicamente importantes.

Suscetibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas de infec¢des endodénticas

Se um microrganismo € clinicamente importante, € preciso conhecer quais as chances
dele ser resistente aos agentes antimicrobianos comumente utilizados para erradicéd-los, ou
seja, as drogas de escolha. Segundo Forbes er al. (1998), a crescente disseminaciio de
resisténcia entre as bactérias clinicamente importantes tem diminuido a lista de bactérias
cuja suscetibilidade antimicrobiana possa ser predita com confianca baseada apenas na
identificagfio, sem a necessidade de realizar testes. A resisténcia adquirida a vérios agentes
antimicrobianos explica a necessidade da realizacio de testes de suscetibilidade em todas
bactérias isoladas clinicamente significantes, incluindo diversos grupos, géneros e espécies.
Bactérias dos géneros Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Enterobacteriaceae,
Pseudomonas e Acinetobacter, comumente requerem testes de suscetibilidade
antimicrobiana (Forbes et al., 1998).

Finegold et al. (1988), em uma revisdo sobre os testes de suscetibilidade de bactérias
anaerdbias, recomendou que organismos que sdo reconhecidos como virulentos efou
comumente resistentes, como membros do grupo Bactercides fragilis, “Bacteroides
produtores de pigmento preto”, Bacteroides gracilis, certas espécies de Fusol!;vacterium Spp.
¢ de Clostridium spp., deveriam ser considerados para teste.

Zeldore & Ingle (1962), estidando a sensibilidade antimicrobiana de bactérias
facultativas isoladas do canal radicular, testaram a suscetibilidade, através do método do
disco, de espécies de Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus, utilizando os
seguintes antibidticos: penicilina, eritromicina, tetraciclina e cloranfenicol. Os resultados

demonstraram que 32,4% dos Staphylococcus eram resistentes 4 penicilina e 24,3% a
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tetraciclina. Em geral, os Strepfococcus foram sensiveis aos antibiéticos estudados,
enquanto os Enterococcus foram resistentes 2 penicilina em 83% dos casos e a tetraciclina
em 33%. Todos microrganismos estudados foram sensfveis a eritromicina e ao
cloranfenicol.

Engstrom (1964), testando a suscetibilidade de 68 amostras de Enferococcus isolados
de infecgbes endoddnticas, através do método do disco, verificou que esse microrganismo
foi sensivel a eritromicina, porém apresentou resisténcia a penicilina em 6% dos casos. Das
amostras de Enterococcus que foram sensiveis a penicilina, poucas espécies eram
ehiminadas com dosagens normais, sendo necessdrias altas dosagens do antibidtico para o
tratamento de infecgdes generalizadas.

Miranda (1969) avaliou a suscetibilidade antimicrobiana de espécies resistentes ao
preparo quimico-mecinico durante o tratamento endoddntico, através do método do disco.
Observou-se uma predomindncia de bactérias dos géneros Sireprococcus € Enterococcus.
As bactérias pertencentes ao género Enterococcus foram as mais resistentes, apresentando
praticamente 90% das espécies resistentes a penicilina, enquanto os Sireptococcus
apresentavam 24%.

Nord & Wadstrom (1973) estudaram a suscetibilidade antimicrobiana de espécies de
Enterococcus isoladas de pacientes com periodontites apicais e pulpites. As amostras foram
identificadas como Enterococcus faecalis e a suscetibilidade antimicrobiana dessas espécies
foi testada através do método de dilui¢do em dgar. A concentragdio inibitéria minima da
ampicilina (0.5 — 2.0 pg/ml) foi menor que a da benzilpenicilina (1.0 — 4.0 pg/ml) e
fenoximetilpenicilina (2.0 — 8.0 pug/ml) para todas as espécies testadas. A maioria das
espécies testadas foi sensfvel a eritromicina, porém havia uma grande variagfio no grau de
suscettbilidade das bactérias a essa droga (0.5 - >128 pg/ml), com o aparecimento de
espécies resistentes. A concentragdo inibitdria minima de drogas do grupo das lincosaminas
variava entre 8 e >128 Lg/ml, sendo portanto, Enterococcus altamente resistentes as
lincosaminas. Os autores concluiram que a ampicilina foi mais efetiva do que a penicilina
contra o Enterococcus faecalis, e que a eritromicina e a lincosamina apresentavam um uso

limitado devido & presenca de espécies resistentes.
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Heintz et al. (1975) estudaram, através do método do disco, a sensibilidade
antimicrobiana de 50 espécies de Enterococcus spp. que persistiram no canal apds preparo
quimico-mecénico e medicacfio intracanal. Todas as espécies testadas foram sensfveis a
ampicilina e a vancomicina. Mais de 90% das espécies foram sensiveis a eritromicina.
Todos os microrganismos foram parcialmente ou totalmente resistentes & penicilina e a
clindamicina.

Emest et al. (1977) testaram o grau de sensibilidade antimicrobiana de bactérias
anaerébias estritas ¢ facultativas isoladas dos canais radiculares de 55 dentes com polpas
necrosadas. As bactérias anaerdbias estritas isocladas continham espécies pertencentes aos
géneros  Bifidobacterium,  Eubacterium,  Propionibacterium,  Peptostreptococcus,
Bacteroides e Fusobacterium, e foram testadas quanto 3 suscetibilidade através de um
método de diluigdo em caldo. As bactérias anaerébias facultativas compreendiam espécies
de Corynebacterium, Lactobacillus, Staphylococcus e Streptococcus e o teste utilizado foi o
método do disco. Os autores demonstraram que, para as bactérias anaerdbias estritas
estudadas, a chindamicina foi a droga mais eficaz, mostrando-sc ativa em 100% dos casos.
A ampicilina ¢ a penicilina G foram eficazes em 85% e 83%, respectivamente. A
eritromicina foi a droga menos eficaz contra as bactérias anaerdbias estritas, apresentando-
se eficaz em apenas 58% dos casos. As bactérias anaerdbias facultativas testadas
apresentaram alta incidéncia de resisténcia: 58% das espécies facultativas eram resistentes &
penicilina G e 81% & clindamicina. A ampicilina ¢ a eritromicina foram eficazes,
respectivamente, em 71% e 61% das bactérias facultativas estudadas. Os autores
concluiram que a ampicilina era uma droga eficaz para o tratamento de infeccdes
endodOnticas, constituindo a droga de escolha. Entretanto, segundo os autores, se 0s
resultados. bacteriolégicos indicassem uma infecglo puramente anaerdbia, a droga preferida
seria a clindamicina,

Hunt et al. (1978) analisaram a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas
de exsudatos de infecgBes odontogénicas agudas em 74 pacientes atendidos na
Universidade de Emory, EUA, no periodo entre 1973 e 1976. Espécies de “Streptococcus
viridans”, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Peptostrepiococcus,

Enterococcus, Lactobacillus e “Bacteroides” foram testadas através do método do disco,
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utilizando ampicilina, cefalotina, eritromicina e penicilina. Todas as espécies de
Streptococcus isoladas foram suscetiveis & ampicilina, cefalotina e penicilina. Entretanto,
aproximadamente 50% das espécies de “Streptococcus viridans” foram resistentes a
eritromicina. Dentre as espécies de Staphyvlococcus aureus isoladas, 20% foram resistentes
a ampicilina e a penicilina, ¢ cerca de 50% foram resistentes 4 eritromicina,

Matusow (1981) analisou a suscetibilidade antimicrobiana de microrganismos
isolados de 78 canais radiculares de dentes com abscessos dento-alveolares agudos. Do total
de 105 microrganismos isolados, 82 eram aerdbios e anaerdbios facultativos, cuja
sensibilidade antimicrobiana foi testada através do método do disco. Dentre essas bactérias,
somando-se as espécies sensiveis e de sensibilidade intermedidria aos antibiéticos testados,
73 espécies se apresentaram suscet{veis 2 eritromicina; 72 4 ampicilina; 67 a penicilina e 59
a clindamicina. A suscetibilidade das 23 bactérias anaerdbias isoladas também foi estudada
através do método do disco, embora, segundo o autor, esse método seja padronizado apenas
para bactérias aerébias e anaerdbias facultativas. A clindamicina e a ampicilina foram
efetivas contra todas as 23 espécies bacterianas anerdbias estritas estudadas, seguidas da
penicilina, que demonstrou eficdcia contra 22 espécies. A eritromicina apresentou eficacia
moderada, sendo ativa contra 19 espécies. No presente estudo, o género Streptococcus foi o
mais predominante, € © FEnterococcus © mais resistente. Dentre as espécies de
Enterococcus, 59,7% foram resistentes a clindamicina, 21,5% resistentes a penicilina e a
ampicilina, enquanto nenhuma resisténcia foi apresentada com a eritromicina.

Com o objetivo de estudar a evolugiio da microbiologia das infecgBes orais ¢ sua
suscetibilidade antimicrobiana, Hunt & Meyer (1983) estudaram 235 pacientes com
infec¢Oes odontogénicas agudas, entre 1978 e 1981. Os autores encontraram, em contraste
com seu estudo em 1978, que aproximadamente 15% das espécies de Streptococcus
viridans isoladas se tornaram resistentes as penicilinas. Segundo os autores, talvez o fato de
maior importincia, foi o aparecimento de espécies de Peptostreptococcus (cerca de 15%)
resistentes a ampicilina e a penicilina.

Yamamoto et al. (1989) testaram a suscetibilidade antimicrobiana do Eubacterium,
Peptostreptococcus e Bacteroides, isolados de canais radiculares de dentes com

inflamagdes apicais agudas. Os resultados dos testes, utilizando o método da diluigho em
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dgar, demonstraram que Eubacterium, Peptostreptococcus e “Bacteroides pigmentados de
negro” foram sensfveis & benzilpenicilina e amoxicilina. Os trés grupos apresentaram certa
resisténcia a eritromicina. Os Bacteroides ndo pigmentados se apresentaram mais
resistentes quando comparados com os pigmentados, apresentando suscetibilidade
intermedidria a penicilina e presenca de muitas espécies resistentes a eritromicina. Os
autores concluiram que as drogas do grupo das penicilinas foram mais efetivas contra as
bactérias estudadas, o que as tornam as drogas de escolha para o tratamento de canais
radiculares com periodontites apicais agudas.

Stern et al. (1990) testaram a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas
apds o preparo quimico-mecéanico de canais radiculares. Os autores revelaram que a maioria
das culturas positivas era representada por monoinfecgfes (92,19%), e as espécies mais
freqiientemente isoladas pertenciam ao género Streptococcus, principalmente espécies de
“Streptococcus viridans” (0-hemoliticos) e Streptococcus do grupo D de Lancefield
(Enterococcus). A suscetibilidade antimicrobiana dessas espécies foi testada utilizando o
método do disco. Das espécies de “Streptococcus viridans” (0-hemoliticos) estudadas,
97.9% foram sensiveis a ampicilina, 93,7% 2 penicilina e 85% a eritromicina. Entre as
espécies de Enterococcus, 92,8% foram sensiveis & ampicilina, 36,1% a penicilina e 61,9%
a eritromicina. O estudo foi realizado entre o ano de 1981 e 1987 € os autores relataram que
ndo houve uma mudanca significante no padrdo de suscetibilidade das bactérias no periodo
estudado.

Le Goff et al. (1997) avaliaram a microbiota do canal radicular e sua suscetibilidade
antimicrobiana em 26 dentes com polpas necrosadas e lesGes periapicais crénicas. Foi
isolado um total de 84 espécies bacterianas, em sua maioria anaerébias estritas,
representadas principalmente por espécies de Bacteroides gracilis, Propionibacterium
acnes, Fusobacterium nucleatum, Prevotella buccae e Eubacterium lentum. O teste de
suscetibilidade foi realizado através do E-test e o resultado de 38 cepas estudadas
demonstrou que as bactérias anaerdbias estritas isoladas das infecgoes endoddnticas foram
altamente sensiveis 4 amoxicilina e 4 amoxicilina associada ao dcido clavuldnico, ndo

apresentando resisténcia por produgdo de beta-lactamases.
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Vigil et al. (1997) estudaram o padrio de suscetibilidade de microrganismos isolados
de 28 lesbes periapicais persistentes ao tratamento endoddntico. Os microrganismos mais
comumente isolados foram: Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus intermedius, “Wolinella recta”, Fusobacterium spp. e Clostridium spp. Os
autores utilizaram o E-test para avaliar a suscetibilidade dessas bactérias ¢ conclufram que
os resultados encontrados ndo deixaram evidéncias claras de resisténcia antibiética
significativa entre as cepas testadas.

Pinheiro er al. (2004) testaram a suscetibilidade antimicrobiana de 21 cepas de E.
faecalis isolados de canais com insucesso endoddntico com lesfio periapical persistente.
Todas as amostras foram suscetiveis &s penicilinas “in vifro”, mas a concentracdo inibitéria
minima (CIM) da amoxicilina e amoxicilina com 4cido clavulinico (CIMge= 0,75 p g/mL'l)
fol menor que a benzilpenicilina (CIMyg = 3,0 ugme'l). Todas as cepas foram também
suscetiveis & vancomicina e moxifloxacina, sendo que 95,2% das cepas foram suscetiveis
ao cloranfenicol. Entre os isolados 85,7% eram suscetiveis & tetraciclina e doxiciclina e
80,9% a ciprofloxacina. A CIM da eritromicina variou de 0,38 para >256 pg/mL", apenas
28,5% das amostras foram suscetiveis (CIM < 0,5 pg/mL™). A azitromicina apresentou
suscetibilidade baixa (14,2%). Concluiram que E. faecalis foram totalmente suscetiveis “in
vitro” a amoxicilina, amoxicilina com dcido clavuldnico, vancomicina e moxifloxacina. A
maioria das cepas foram também suscetiveis ao cloranfenicol, tetraciclina, doxiciclina e
ciprofloxacina. Eritromicina ¢ azitromicina foram as menos efetivas.

Reynaud er al. (2006) estudaram a suscetibilididade antimicrobiana de 59 cepas de E.
Jaecalis isolados de canais infectados de pacientes da Finlindia e Lituénia. Foi encontrada
uma alta prevaléncia de resisténcia a rifampicina, como também 2 penicilina e ampicilina.
Entretanto, vancomicina € gentamicina nfo apresentaram resisténcia. Concluiram que
mesmo havendo diferenca nos antibidticos de escolha nos dois pafses, as cepas de E.

Jaecalis mantiveram padrfes de suscetibilidade semelhantes.
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PROPOSICAO

Identificar pelo método de cultura Enterococcus spp., Candida spp., Staphylococcus
spp. e enterobactérias na saliva de pacientes que possuiam dentes com insucesso
endoddntico associados a lesdes periapicais.

Identificar pelo método de cultura os microrganismos da face interna do material
restaurador ¢ dos canais radiculares de dentes com insucesso endodfntico com
lesGes periapicais.

Relacionar os achados clinicos e radiogréaficos com a presenga de microrganismos
especificos nos canais radiculares.

Analisar a sensibilidade antimicrobiana de espécies de Enterococcus faecalis

isolados dos dentes com insucesso endoddntico.
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4. MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 30 pacientes adultos que apresentavam dentes restaurados e
com insucesso do tratamento endod8ntico, devido a presenga de lesdo periapical
visivel radiograficamente, seguindo os seguintes critérios:

» Tratamento endoddntco prévio com no minimo 4 anos (dentes assintométicos) e/ou
presenca de sinais e sintomas associados ao dente (e.g. dor a percussio).

% Auséncia de fratura radicular.

% Ausgncia de histdria de antibioticoterapia recente e uso de antifingicos (minimo de 6
meses).

¢ Auséncia de doengas sistémicas € doenga periodontal.

Primeiramente foi realizada uma anamnese. Para cada paciente foram anotados:
dados pessoais, histéria médica e histéria dentdria (incluindo o tempo que foi realizado o
tratamento endodéntico) condi¢des clinicas de dente tratado endodonticamente, tais como,
qualidade das restauragOes, presenga de coroas metdlicas, caries, fraturas; presenga de
fistula e edema. Foram realizados testes para verificar a dor & percussio, 4 palpagdo e a

mobilidade dental, além da realizagdo de sondagem periodontal.

Figura 1. Exemplos de casos clinicos selecionados para este estudo.

Na anélise radiografica (Fig.1), foram avaliados os seguintes aspectos:
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e presenga de imagem radiografica sugerindo infiltragOes nas restauragdes;

e limite da obturacio dos canais radiculares, que foram divididos em intervalos de 0-2
mm, 3-5 mm, > 5 mm do 4pice e sobre-obturados;

® qualidade do tratamento endoddntico: considerado bom quando a guta-percha estava
bem condensada e radiograficamente nfio se observava dreas radiolicidas na
obturacio ou entre o material obturador e a parede do canal, com limite da
obturacdio entre 0-2 mm do 4pice e sem espago vazio entre o pino € a obturagfo.
Considerado em ruim quando: havia a presenca de falhas radiolicidas na obturagdo,
indicando um selamento deficiente ou espagos vazios entre o pino € a obturacio ou
com limite da obturagdo maior que 2 mm do dpice radiografico.

¢ presenga de pino intraradicular;

* eSpago entre o pino € o material obturador medido em mm;

Logo apés a anamnese, oS pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) elaborado de acordo com as normas do Comité de Btica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP (Anexo I). Sisnep:
0008.0.167.000-05

4.1. Coleta das amostras
Foram realizadas as coletas microbioldgicas da saliva, da coroa e do canal radicular
durante o retratamento endoddntico, ou scja, na mesma sessdo odontoldgica. O paciente,
logo no inicio do atendimento, recebia um frasco plastico estéril para dispensar o fluido
salivar acumulado naquele momento. Em seguida, iniciavam-se os procedimentos clinicos
para as coletas da face interna das restauragSes ou pino-intraradicular € da guta-percha
removida dos canais durante a desobturagcéo.
O método utilizado neste estudo ja foi descrito previamente em detalhes por Gomes
(1995) e Gomes et al. (1994; 1996a,b,c, 2006) ¢ alguns principios foram pré-estabelecidos
para coletas microbiolégicas, os quais foram adaptados para este estudo ¢ estdo descritos a

seguir:

56



Coleta da saliva (S) - dispensada em recipiente vazio e estéril.

Anestesia local.

Foi realizado o desgaste da interface dente-restauracdo ou da coroa total + pino
intra-radicular (formato recomendado para o uso do saca-pino MV (Trigona, Rio
Claro, SP, Brasil) preservando a face interna da restauragdo.

Isolamento absoluto.

Descontaminacdo do grampo, lencol de borracha, arco e da face externa da coroa
com dgua oxigenada 10v, NaOCl 2,5% e neutralizagdo com tiosulfato de sédio 5%
para evitar que descontaminagcdo quimica da face externa da coroa interferisse no
material a ser coletado (Moller, 1966).

Coleta da coroa (C) — foi realizada durante a remog¢ao do pino ou restauracdo e dos
contaminantes corondrios (carie, cimento) — armazenada em Eppendorf estéril
contendo 1,0 ml de meio de transporte VMGA III — Viability Medium Goteberg
Agar (Mdller, 1966; Dahlén et al., 1993).

Abertura corondria — forma de conveniéncia.

Coleta do Endodonto (E) — durante a desobtura¢do realizada sem solventes,
utilizando brocas de Gates-Glidden + limas tipo K (Maillefer/ Dentsply, Balaigues,
Sui¢a) a guta-percha removida foi armazenada em Eppendorf contendo 1,0 ml de
VMGA [II. Em casos de dentes bi ou trirradiculares a coleta era realizada no canal
radicular mais amplo, de maneira a confinar o exame microbiolégico em um tnico
ambiente ecoldgico.

Utilizagdo de localizador foraminal (Novapex, Forum Engineering Technologies,
Rishon Lezion -Israel) — paténcia (desobstru¢io apical) ¢ uma tomada radiografica
para verificar a remog¢do do material obturador.

Ap6s a desobstrucao apical, foi coletado o exsudato dos dentes com drenagem via
canal, ou entdo foi depositada solugdo salina no interior do canal radicular para a
realizagdo de uma coleta adicional. Foram utilizados cones de papel absorvente
estéril (Maillefer/ Dentsply, Balaigues, Sui¢a) no comprimento do dente por 60 s, os

quais foram armazenados no mesmo Eppendorf da coleta (E).
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* Os Eppendorfs contendo as amostras microbiolégicas foram imediatamente

transportados para o laboratério de Microbiologia

A coleta das amostras dos canais radiculares (Fig. 2a) e das coroas foram realizadas

sob fluxo continuo de nitrogénio (Berg & Nord, 1973).

Figura 2. A - Coleta microbiolégica. B - Eppendorf no momento da coleta, C — Eppendorfs contendo as
amostras microbioldgicas.

Apo6s as coletas das amostras microbiologicas, o dente em questdo foi retratado e
restaurado pelo mesmo operador. Foi feita a proservagio de todos os retratamentos
realizados neste experimento até o presente momento e serdo acompanhados durante alguns

dnos.

4.2. Processamento das amostras
Os processamentos das amostras foram realizados no laboratério de Microbiologia da
disciplina de Endodontia da FOP-UNICAMP. Os meios de cultura foram utilizados na
forma de pé desidratado e suplementos seletivos pré-fabricados, que foram preparados de
acordo com as orientagdes do fabricante. O meio de transporte (VMGA 11I) foi preparado
de acordo com a férmula original (Moller, 1966; Dahlén er al., 1993). (Anexo II)
Os Eppendorfs contendo as amostras da saliva, da coroa dental e do canal radicular
(Fig. 2b) foram agitados por 60s dentro da camara de anaerobiose, a 37°C numa atmosfera
de 10% H2, 10% CO2 e 80% N2. Aliquotas de 50 pL. de cada uma destas amostras foram
inoculadas em placas de petri contendo diversos meios de cultura e incubadas em diferentes

condigOes gasosas, como descritos a seguir:
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Placas contendo BHI Agar* (Brain Heart Infusion Agar) + 5% de sangue de
carneiro, incubadas em estufa de O, (aerobicamente), a 37°C, por 2 dias, para
deteccao de anaerdbios facultativos.

Placas pré-reduzidas de FAA* - “Fastidious Anaerobe Agar” (Lab M, Bury, UK)
contendo 5% de sangue de carneiro + 600 pl. de Menadione (Vitamin K3; 2-
Methyl-1,4-naphthoquinone - SIGMA MS5625) + 600 pl. de Hemina (Hemin
Bovine Minimum 80% — SIGMA HS5533) que favorecem o crescimento das
bactérias produtoras de pigmento negro, a 37°C numa atmosfera anaerébica com
10% H2, 10% CO2 e 80% N2 até 14 dias, para permitir a deteccio de
microrganismos de crescimento mais lento. Foram realizadas duas dilui¢des seriadas
(1/10 e 1/100) apenas das amostras de canais radiculares utilizando “Fastidious
Anaerobic Broth” (FAB - Lab M, Bury, UK), sendo inoculados 50ul de cada
dilui¢do em placas de FAA pré-reduzidas.

Placas de FAA contendo 5% de sangue de carneiro + NAL (4cido nalidixico), 37° C,
anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar anaerébios Gram-positivos a
actinomicetos.

Placas de FAA contendo 5% de sangue de carneiro + NAL + VAN (vancomicina),
37°C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar anaerébios Gram-
negativos.

Placas de FAA contendo 5% de sangue de carneiro + VAN + KAN (Kanamicina),
37°C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar anaerébios Gram-
negativos, principalmente bactérias de pigmento negro.

Placas de FAA contendo 5% de sangue de carneiro + NEO (neomicina), 37°C,
anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar clostridios e outros anaerdbios.
Meios de cultura seletivos:

Placas de Agar m-Enterecoccus — incubadas em 10% CO,, a 37°C, por 2 dias,
seletivo para a deteccdo de espécies de Enterococcus spp.

Placas de Agar Mitis Salivarius* — incubadas em 10% CO,, a 37°C, por 2 dias,

seletivo para S. mitis, S. salivarius e Enterococcus spp. As amostras da saliva foram
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diluidas até 10° utilizando “Fastidious Anaerobic Broth” (FAB - Lab M, Bury, UK),
antes de serem inoculadas neste meio.

e Placas de Agar Sabouraud-dextrose acrescido de 0,1% de cloranfenicol — seletivo
para deteccdo de espécies de leveduras, cujas placas foram incubadas por 4 dias a
temperatura ambiente e depois incubadas em 10% CO,, a 37°C, por 2 dias (Vianna
et al., 2005).

e Placas de Agar MacConkey - incubadas em 10% CO,, a 37°C, por 2 dias, seletivo
para a deteccao de espécies de enterobactérias.

*Observacdes: Para inoculacao nos meios BHI, FAA e Mitis Salivarius as amostras
da saliva foram diluidas até 10 utilizando “Fastidious Anaerobic Broth” (FAB - Lab M,

Bury, UK), sendo inoculados 50 pL. das dilui¢oes 10%e10°.

4.3. Cultivo, isolamento, incubacao e identificacao dos microrganismos

Apos a incubagao, foi analisada a morfologia das coldnias nas placas iniciais (Placa
made) em esteremicroscopio (Lambda Let 2. Atto Instruments Co., Hong Kong - Fig.3).
Cada colonia diferente foi subcultivada para a obtengdo de culturas puras. A diferenciacio
das colonias foi feita de acordo com as suas caracteristicas macroscopicas na placa,
observando-se: tamanho, cor, forma, textura, elevacdo, borda, superficie, opacidade e efeito

no agar (nenhum, hemdlise parcial ou total).

Figura 3. Andlise do crescimento bacteriano através de lupa estereoscépica onde as colonias foram
diferenciadas de acordo com as suas caracteristicas macroscopicas.
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A semeadura das placas subseqiientes foi feita da seguinte forma: cada diferente
colonia era transferida para uma placa de FAA pré-reduzida e para uma placa de BHI agar-
sangue. As placas de FAA foram incubadas em cimara de anaerobiose para o crescimento
de anaercbios estritos e as placas de BHI foram incubadas em estufa de O, a 37°C, para o
crescimento de microrganismos anaercbios facultativos. Desta forma, as colonias
bacterianas foram testadas quanto ao seu requerimento gasoso, ou seja, em qual condicao
gasosa houve um melhor crescimento bacteriano (Fig.4).

As anaerébias estritas foram também incubadas em estufa de CO, (IG 150 CO,
Incubator, Jouan S. A., Saint Herblain, Cedex, Franca), para a diferenciacio entre
anaerébias estritas e capnofilicas. Assim, a identificagdo microbiana foi desenvolvida nas

culturas puras por:

. Morfologia colonial
. Requerimento gasoso (Fig. 4)
o Caracteriza¢ao morfolégica nas leituras das laminas destas colonias que receberam a

coloracao de Gram (Newprov — Produtos para Laboratério, Pinhais — PR, Brasil)
° Reacdo da catalase (ANEXO VI)
. Teste da oxidase em bactérias Gram-negativas e catalase-positivas (ANEXO VI)
Foram utilizados métodos de identificacdo comerciais, ou seja, testes bioquimicos
em miniatura vendidos em Kits padronizados pela Biomérieux (BioMérieux SA, Marcy-
I'Etoile, Franca). Estes possuem reagentes que evidenciam, pela mudanca de cor, em
determinados periodos, as exigéncias nutricionais e compostos especificos produzidos pelas
bactérias. Os Kits fornecem gabaritos para finalizar a identificacao, que pode ser verificada

através do site “http://industry.biomerieux-usa.com/industry/watertesting/api/apiweb.htm”.

61



Figura 4. Requerimento gasoso utilizando a camara de anaerobiose (A) e a estufa de CO, (B).

Os seguintes Kits padronizados (ANEXO [X) foram utilizados para a especificacao

primaria dos organismos isolados:

Rapid ID 32A (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para os bastonetes Gram-
negativos e Gram-positivos, anaerébios obrigatérios.

API Staph (BioMérieux SA, Marcy-1'Etoile, Franca) para os estafilococos e
micrococos (cocos Gram-positivos, catalase-positiva)

API Strep (BioMérieux SA, Marcy-1'Etoile, Franga) para os estreptococos (cocos
Gram-positivos, catalase-negativa)

API 20 E (BioM¢érieux SA, Marcy-1'Etoile, Franca) para as enterobactérias (Bacilos
entéricos Gram-negativos, catalase-positiva, oxidase-negativa).

APl NH (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franga) para Eikenella, Haemophilus,
Neisseria e Actinobacillus (cocos e bacilos Gram-negativos e facultativos, oxidase-
positiva)

API AUX (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franga) para identificar espécies de
Candida
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4.4. Teste de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de Enferococcus faecalis
isoladas dos canais radiculares de dentes tratados endodonticamente

Todas as cepas de Enterococcus faecalis (8/30), assim como Actinomyces spp. e
Pepstreptococcus spp. (ANEXO I1I) foram testadas quanto sua suscetibilidade/resisténcia
através do método do E-test (AB BIODISK, Solna, Suécia). Os agentes antimicrobianos

testados foram:

e Benzilpenicilina (PG) e Vancomicina (VA)

e  Amoxicilina (AC) e (Cloranfenicol (CL)

e  Amoxicilina+acido clavulanico(XL) e Tetraciclina (TC)

e Eritromicina (EM) e C(Ciprofloxacin (CI)

e Azitromicina (AZ) e Rifampicina (RI)

e (Clindamicina (CM) e Moxifloxacina (MX)
¢ Metronidazol (MZ) e (Gentamicina(GM)

O sistema do E-test consiste em uma fita pldstica de 50mm de comprimento e 3mm
de largura, que contém em um lado um gradiente de concentracdo de antibiético, e do outro,
uma escala numérica que indica a concentragdo 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 dilui¢ao (Bolmstrom, 1993)
(Fig. 5).
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Figura 5, E-test
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Para preparar o indculo, apés 24-48 h de incubac@o da espécie bacteriana em placas
de dgar sangue, as colonias bacterianas foram transferidas para o meio liquido “Fastidious
Anaerobic Broth” (FAB) e agitadas para atingir a turbidez que equivale ao padrao 0,5 de
McFarland (NEFELOBAC, PROBAC, Sdo Paulo - SP, Brasil) para bactérias anaerébias
facultativas, que foi verificado no espectrofotometro (MARCONI, Piracicaba - SP, Brasil).

Placas contendo 4 mm de espessura Mueller-Hinton agar (OXOID, Hampshire,
Inglaterra) foram utilizadas para o repique das cepas. A semeadura foi realizada em toda a
extensdo da placa, uniformemente, através de swab estéril, umedecido na suspensdo
bacteriana. Apds a secagem das placas (10 a 15 minutos), as fitas de E-test, que haviam sido
previamente removidas do congelador e ji se encontravam a temperatura ambiente cerca de
20 minutos, foram distribuidas nas placas com o auxilio de pinga estéril para cada
substancia a ser testada. O experimento foi executado em duplicata e sempre em fluxo
laminar.

As placas foram incubadas em condi¢oes aerdbicas e a leitura realizada apos 16-20
horas. Os valores das concentracoes inibitérias minimas (CIMs) foram determinados pela
leitura no ponto de intersec¢do entre o halo de inibi¢do em forma de elipse e a fita do E-test,
considerando o ponto de inibi¢do completa de crescimento.

De acordo com as recomendacdes do fabricante, a interpretacdo dos valores das CIMs
do E-test em diferentes categorias de sensibilidade foi realizada seguindo o guia de
interpretacao da NCCLS.

Segundo o National Commitee for Clinical Laboratory Standards, a clindamicina ndo
¢ clinicamente efetiva contra Enterococcus spp., logo testes com esse antibidtico nao sao
recomendados. pois mesmo que a clindamicina apareca efetiva in vitro, os isolados ndo
devem ser reportados como suscetiveis. Para se determinar o perfil de suscetibilidade de
espécies de Enterococcus spp. foi utilizado o guia de interpretagdo da NCCLS-M100 S15
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Valores interpretativos de pontos de corte equivalentes das concentracdes
inibitérias minimas - CIM (ug/ml) dos antimicrobianos avaliados nos testes de
Enterococcus spp. (NCCLS- M100 S15)

Agentes antimicrobianos Suscetivel Resistente
Benzilpenicilina (PG) =8 =16
Amoxicilina (AC) <B >16
Amoxicilina + dcido clavulinico (XL) <8 =16
Eritromicina (EM) <0.,5 =8
Azitromicina (AZ) =2 =8
Clindamicina (CV) R R
Metronidazol (MZ) R R
Vancomicina (VA) <4 232
Cloranfenicol (CL} <8 >32
Tetraciclina (TC) =4 216
Doxiciclina {DC} =4 zl6
Moxifloxacina (MX) =2 =8
Ciprofloxacina (CI) =l =4
Rifampicina (RT) <1 24
Gentamicina (GM) <500 =500

4.5. Analise estatistica

Os dados coletados foram introduzidos numa planilha de cédlculo Excel e
estatisticamente analisados usando SPSS para Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois,
EUA). O teste de “Pearson chi-square”, ou “Fisher’s Exact Test” quando apropriado, foram
utilizados para testar a hipétese nula de que ndo existe relagio entre os aspectos clinicos e
radiograficos dos dentes com tratamento endoddntico prévio e a presenca de

microrganismos especificos.
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5. RESULTADOS

As coletas microbiolégicas da saliva (n=30), da coroa dental (n=30} ¢ dos canajs
radiculares (n=30), somam 90 amostras, as quais apresentaram 100% de crescimento
microbiano (ANEXO III). Caracterfsticas clinicas ¢ radiograficas foram observadas e estio

discutidas na Tabela 3.

Tabela 3. Aspectos clinicos e radiograficos dos 30 dentes estudados.

Noe. 1 S Dente COROA QUA  QUA  Tofal ESP Limite  Digm FIS Exud DOR DOR TEP
REST TRAT de PINO apical dalesdo desob PREV PERC
micro 0BT
1 38 M 1iuni Resina pigmentada Ruim  Ruim 6 - Tmm 6 mm P P P PV 10
2 3 M 15uni  Pinp/{ Coroa Metdlica Boa Ruim 3 imm  2mm 2mm - - - PH 10
3 3 F 22uni Pino/CoroaMetilica  Boa Bom 5 sfe imm +20mm - - - - 10
4 28 M 34h  Resing/Cotosol Boa Bom 1 - 1mm 3mm - - - - +5
5 47 M Aduni  Coroa Metalica Boa Bom 4 - Omm 3mm - - - - +5
6 38 F 22uni Resing/ Cotosol Ruim  Bom 2 - Tmm 4mm - - - - +5
T 42 M 22uni  Pinof Coroa Metalica Boa Ruim 2 Zmm  2mm 2mm - - - - +5
8§ 64 F 45uni Pino{ Coroa Metalica Boa Ruim 1 imm  1mm 2mm - - - - 10
9 17 F 12uni Rasina Ruim  Ruim 5 - Qmm 5mm - - - - +5
10 31 M 22uni  Pino/ Coroa Metalica Boa Ruim 4 2mm 1mm Smm - - - - +5
11 50 M 12uni  Pine/Coroa Metdlica  Boa Bom § sfe 2mm Smm - - - - 10
12 17 F 1luni Resina/fCérie Ruim  Ruim 4 - 05mm  10mm - - - - +5
13 85 M 35uni  Amalgama Boa Ruim 8 - 3mm 3mm - - - - 10
14 52 F 15uni PinofCoroa Metalica  Rum  Ruim 4 2mm  dmm +20mm - P - - +20
15 52 F  44uni  Pinof Coroa Metdlica Boa Ruim i 2mm  Smm +20mm - H - - +20
16 43 F 3uni Resha Boa Bom 4 - Omm Smm “ - - - 10
17 30 M 22uni  Resina Ruim  Bom 1 - Omm +1dmm P - - - 4
18 15 F 46tn  Resina sem pigm Boa Bom 5 - omm 3rmm - - - - 5
19 53 M 43uni  Resina manchada Ruim  Ruim 2 - Smm 3mm - - - P 10
20 43 F 22uni  Pinometdlico/Coroa  Boa Ruim 3 imm  3mm 3mm - - - PV 10
21 61 F 23uni  PinometRelyx/Coroa Ruim  Ruim 9 imm  1mm 4mm - - - P 10
22 3 F 15uni PinometRelyx/Coroa Rum  Ruim 6 Zmm  Omm 4mm - - P PYH 2
23 43 F 46t Amalgama e Resina Rum  Bom 2 - Omm +20mm P P P PV 6
24 59 M Muni Resinamanchada Ruim  Ruim 1 - 3mm +40mm P - PYH  +30
25 59 M 41uni  Resinamanchada Rulm  Bom 1 - 2mm +A0mm - P - PYH  +30
26 39 M 4Zuni  Resina manchada Ruim  Bom 2 - 2mm +40mm - P - PYH  +30
27 30 M 11umi  Resina manchada Ruim  Ruim 2 - 3dmm +10mm P - - - 5
28 61 F 13uni Pinometal Boa Ruim 8 sfe Smim 4mm - - R - 10
29 43 F 21uni  Resina manchada Ruim  Ruim 7 - 3mm Imm P - - PYH 10
30 43 F  11uni Amalgama manchado  Boa Bom 7 - Omm 3mm - - - - 10

NOME: Nome do paciente. I: idade. 8: sexo - M-masculino, F-femining. DENTE: ndmero do dente.
Anatomia: unirradicular, birradicular, trirradicular. COROQA: restauragio da porgio corondria. QUA REST:
qualidade da restauragio: Boa, Ruim. OBT: qualidade da obturacdo: Boa, Ruim. QUA TRAT: qualidade do
tratamento endodéntico. Total de micro: total de microrganismas identificados. ESP PINO OBT: Espacos
vazios entre o pino e a obturagio, s/e: sem espagos vazios. LIMITE APICAL: em mm. DIAM DA LESAQ:
em mm, FIS: Fistula: P-Presente, (-) Ausente. EXUD: Exudato pés desobturagio: (-) ausente, H-hemorrigico,
P-purulento. DOR PREV: dor prévia: (-} Ausente, P-Presente. DOR PERC: dor i percussdo (-) ausente, P-
presente, PV-Percussiio Verticat, PH-Percuss&o Horizontal. TEP (Terapia Endoddntica Prévia): anos.
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A freqiiéncia das caracterfsticas clinicas e radiogréficas estd apresentada de forma

resumida nas Tabelas 4 ¢ 5.

Tabela 4. Caracteristicas clinicas de 30 dentes com insucesso endoddntico.

Caracteriscticas Fregiiéncia Porcentagem
Dente
11,21 5 16,7%
12,22 8 26,7%
13,23 2 6,7%
14, 15 4 133 %
31,41,42 3 10%
34, 44 3 10%
43 I 3,3%
34,44, 45 5 16,7%
46 2 6,7%
Anatomia
unirradiculares 25 83,3%
birradiculares 3 10%
trirradiculares 2 6, 7%
superiores 19 63,3%
inferiores 11 36,7%
Género
Masculino 14 46,7%
Feminino 16 53,3%
Idade
<30 4 13,3%
>30 26 86,7%
Tempo de tratamento
<4 anos 1 3.3%
4-10 anos 24 80%
>10 anos _ 5 16,7%
Qualidade da restauracio
Boa 15 50%
Ruim 15 50%
Dor prévia 4 13,3%
Dor a percussao 12 40%
Presenca de fistula 5 16,7%

68



Tabela 5. Caracteristicas radiograficas de 30 dentes com insucesso endoddntico.

Caracteristicas Niimero Porcentagem
Tamanho da leséo
1-4 mm 15 50%
5-10 mm 8 26, 7%
>10 mm 7 233%
Limite apical da obturacéio
(-2 mm do dpice 21 70%
3-5 mm do dpice 10 33,3%
Qualidade do tratamento
Bom 12 40%
Ruim 18 60%
Presenca de pino intraradicular 12 40%
Espaco entre o pino ¢ a obturacio 9 30%
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Foram isolados 147, 86 ¢ 114 microrganismos na saliva, coroa dental e canais
radiculares, respectivamente. A prevaléncia de todas as espécies microbianas isoladas na

saliva, na coroa e no canal radicular estao listadas na Tabela 6.

Tabela 6. Numero e porcentagem de espécies microbianas isoladas da saliva, da coroa e
dos canais radiculares de 30 pacientes com dentes associados ao insucesso endoddntico.

Espécies microbianas Saliva* Coroa Endodonto
Actinobacteria

Actinomyces meyeri - 2(6,7%) 3(10%)
Actinomyces naestundii - 2(6,7%) 4{13,3%)
Actinomyees odontolyticus - 1(3,3%) 1(3.3%)
Actinomyces viscosus - 5(16,7%) 4(13,3%)
Actinomyces israelii - 2(6,7%) 4(13,3%)
Propionibacterium acnes - 3(10%) 3(10%)
Propionibacterium granulosum - 1(3,3%) 2(6,7%)
Bifidobacterium adolescentis 2 - 1(3,3%) 3(10%)
Bacteroidetes

Prevotella buceae - 1(3,3%) 2(6.7%)
Prevotella intermedia - 1(3,3%) -
Cuapnocytophaga spp. - 2(6,7%) -
Firmicutes

Enterocoecus faecalis 13(43,3%) 6(20%) 8(26,7%)
Enterococcus faecium 5{16,7%} - 1{3,3%)
Streptococcus sangiuis - - 1(3.3%}
Streptococcus mitis | - 12¢{40%) 8(26,7 %)
Streptococcus constellatus - 2(6,7%) -
Strepiococcus anginosus - 1(3,3%) -
Streptococcus mutans - 3(10%) 206,
Streptococcus oralis - - 1(3.3%)
Streptococcus salivarius - 2(6,7%) 1(3,3%)
Streptococcus acidominimus - 3(10%) 206,7%)

Streptococcus lactis - -

1(3.3%)

Streptococcus uberis - -

Streptococcus intermedium - 1(3,3%) -
Peptostreptococcus prevotii - - 1(3,3%}
Peptastreptococcus micros - - 2(6,7)
Eubacterium fimosum - 4(13,3%) 3(10%)
Micrococcus lentus - 1(3,3%) 2(6,7%)
Gemella morbillorum - 6(20%) 7(23,3%)
Gemella haemolysans - 4(13,3%) 3(10%)
Staphylococcus xylosus 5(16,7%) 3(10%) 5(16,7%)
Staphylococcus sciurt 2(6,7%) - 1(3,3%)
Staphylococcus aureus 3(10%) 2(6,7%) 4(13,3%)
Staphylococcus epidermidis 6(20%) 2(6,7%) 2(6,7%)
Staphylococcus caprae 1(3,3%) - -
Staphylococcus lentus 9(30%) 6(20%) 9(30%)

Lactobacitlus acidophilus - - -
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Tabela 6. Nimero e porcentagem de espécies microbianas isoladas da saliva, da coroa e
dos canais radiculares de 30 pacientes com dentes associados ao insucesso endoddntico

(cont.).
Espécies microbianas Saliva Coroa Endodonto
Firmicutes
Lactobacillus lactis cremoris - 1(3,3%) 26,7%)
Veillonella spp. - 1(3,3%) -
Clostridium botulinum - - 1{3,3%)
Clostridium bifermentans - - 1(3,3%)
Clostridium tetani - - 1(3,3%)
Clostridium acetobutylicum - 3{10%) 1(3,3%)
Proteus mirabilis 1£3,39%) 2(6,7%) 2(6,7%)
Enterobacter cloacae 3(10%) - -
Enterobacter agglomerans 2(0,7%) - -
Enterobacter aerogenes 3(10%) - 1(3,3%)
Serratic marcescens 1{3,3%) 2(6,7%) 2(6,7%)
Serratia odorifera 1{3,3%) 1(3,3%) 1(3,3%)
Serratia liquefaciens - - 1(3,3%)
Aeromonas salmonicida 1{3,3%) - 1(3,3%)
Pseudomonas spp. 5(16,7%) 1(3,3%) 3(10%)
Pseudomonas aeruginosa 1(3,3%) 1(3,3%) 1(3,3%)
Pseudomonus flucescentis 1(3,3%) 1(3,3%) 1(3,3%)
Pasteurella spp. - - 1(3,3%)
Proteobacteria
Haemophilus influenzae - 1(3,3%) -
Haemophilus aphrophilus - 1(3,3%) -
Fungi
Candida albicans 15(50%) 2(6,7%) 1(3.3%)
*Foram identificados na saliva apenas Enfterococcus spp., Candida

Staphylococcus spp. € enterobactérias.
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A prevaléncia de todos os géneros isolados na saliva, na coroa e no canal radiculares

estiio relacionados na Tabela 7.

Tabela 7. Prevaléncia de Enterococcus spp. Staphylococcus spp., Candida spp. e
enterobactérias isolados na saliva, e da microbiota das coroas e dos canais radiculares.

GENEROS SALIVA COROA ENDODONTO
Streptococcus spp. - 18{60%) 11(36,7%)
Staphylococcus spp. 17(56,7%) 12{40%) 15(50%)
Actinontyces spp. - 9(30%) 12(40%)
Enterococcus spp. 13(43,3%) 6(20%) 8(26,7%)
Gemella spp. - 10(33%) 8(26,7%)
Propionibacterium spp. - 1(3,3%) 4(13,3%)
Clostridium spp. - 2{6,7%) 4(13,3%}
Peptostreptococcus spp. - - 3(10%)
Eubacterium spp. - 3(10%) 3(10%)
Bifidobacterium spp. - 1(3,3%) 3(10%)
FPrevotella spp. - 2(6,7%} 2(6,7%)
Micrococcus spp. - 1(3,3%) 2(6,7%)
Lactobacillus spp. - 1(3,3%) 2(6,7%)
Veillonella spp. - 1(3,3%) -
Haemophilus spp. - 2(6,7%) -
Neisseria spp. - - -
Enterobactérias 826,71 4(13,3} 5{16,7%)
Bacilos niio-entéricos 6(20%) 1(3,3%) 3(10%)
Candida spp. 15(50%) 2(6,7%) 1(3,3%)
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A figura 6 mostra nimero e porcentagem de microrganismos por canal radicular,
sendo que 5 (16,7%) abrigavam apenas 1 microrganismo por canal radicular, 7 (23,3%)
apresentavam 2 microrganismos, 2 (6,7%) apresentavam 3, 5 (16,7%) apresentavam 4 , 4
(13,3%) apresentavam 5, 7 (23,3%) apresentavam 6 ou mais microrganismos por canal
radicular. Deste modo, 40% das infec¢des persistentes estudadas foram consideradas
“monoinfeccdes”, ou seja, presenca de 1-2 microrganimos por canal radicular e 60% foram
consideradas infec¢des polimicrobianas, contendo de 3 — 9 microrganismos por canal

radicular.

25 &d,9 £3,9

Namero e % de canais radiculares

1 2 3 &
Numero de espécies por canal radicular

I O Nimero H Porcentagem

Figura 6. Numero e porcentagem de espécies isoladas por canal radicular com insucesso endodontico.
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O namero e porcentagem dos géneros microbianos mais freqiientemente isolados dos
canais radiculares foram: Staphylococcus (15 - 50%), Streptococcus (11 - 36,7%),
Actinomyces (12 - 40%), Enterococcus, Gemella (8 - 26,7%), Propionibacterium,
Clostridium (4 - 13,3%), Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Eubacterium (3 - 10%),
Lactobacillus, Prevotella (2 - 6,7%), Candida (1 - 3,3%) (Fig.7).

Staphylococcus
Actinomyces
Streptococcus
Enterococcus
Gemelia
Enterobacteriaceae
Clostridium
Propionibacterium
Pepstreptococcus
Bifidobacterium

Eubacterium

Prevaléncia dos géneros bacterianos

Lactobacillus
Prevotella
Micrococcus

Candida

0 10 20 30 40 50 60
Numero e % de canais radiculares

ONamero H Porcentagem

Figura 7. Prevaléncia dos géneros microbianos isolados em 30 canais de dentes com insucesso endodoéntico.
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Das espécies microbianas isoladas nos canais radiculares, 81,5% eram anaerdbios

facultativos, 18,5% anaerdbias estritas, predominantemente Gram-positivas (86%) e 14%

Gram-negativas. Na saliva 100% dos microrganismos eram anaerébios facultativos e 84%

Gram-positivos. Na coroa 88% eram anaerdbios facultativos e 84% Gram-positivos (Fig.8).

Fungos foram incluidos como Gram-positivos apesar de terem uma coloragao especifica.

Gram-negativas

Gram-positivas

Anaerobias
facultativas

Anaerobias
estritas

100

FlCanal radicular
E Coroa

O Saliva

40 60 80 100

Porcentagem de microrganismos

120

Figura 8. Freqiiéncia de microrganismos anaerébios estritos, anaerdbias facultativas, Gram-positivas e Gram-
negativas isolados na saliva, na coroa e nos canais radiculares de 30 pacientes com dentes com insucesso

endodontico.
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Enterococcos spp., Staphylococcus spp., Candida spp. e enterobactérias foram
isolados em 26,7%; 50%:; 3,3% e 16,7%, dos canais radiculares, em 20%; 40%; 6,7 % e
13,3%, das coroas € em 43,3%; 56,7%; 50% e 26,7% da saliva, respectivamente (Fig.9).

Candida spp.

O Endodonto
Staphylococcus ® Coroa
spp-
@ Saliva

Enterobacteriaceae

tepuees ﬁ

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
% de microrganismos

Figura 9. Prevaléncia de Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Candida spp. e enterobactérias
identificados na saliva, na coroa e no canal radicular de pacientes com insucesso endodontico.

Os valores das concentracdes inibitérias minimas (CIMs) e a classificagdo baseada
nos valores interpretativos da NCCLS (M100 S15) como S = Suscetivel, I = Intermedidrio e
R = Resistente das oito espécies de Enterococcus faecalis testadas estdo descritos nas

Tabelas 8 e 8, respectivamente.
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Tabela 8. Valores das CIMs (ug/mL) dos antibiéticos e classificacdo em suscetivel, intermedidrio ¢ resistente baseada nos valores

interpretativos da NCCLS (M 100 S15) das oito espécies de Enterococcus faecalis testadas.

Enterococcus fagcalis (n=8)

Numero dos casos / valores e ¢lassificagéo das GIMs CIM
Agentes antimicrobianes 1 3 5 7 8 10 21 28 (ug/mlL)
Rifampicina (RI) 16 R 16 R 75 S 256 R 16 R 4 R 15 R 256 R .016 - 256
Metronidazol (MZ) 285 R 256 R 265 R 256 R 256 R 256 R 256 R 256 R .016 - 258
Amox. +ac.clav.(XLl) 10 S 10 S 108 75 S % s o6 S 10 S 10 S 016 - 256
Benzilpenicilina (PG) 32 R 3 S g8 S 3 8 32 R 32 R 2 8 32 R 002-32
Azitromicina (AZ) 8§ R 4 | 12 R g8 R 16 R 258 R 12 R 9% R 016 - 256
Gentamicina (GM) 3 s 3 S 24 S 3 8 a S 016 § 3 S 3 8 016 - 256
Moxifloxacina (MX) 2 8 50 8 75 8 19 8 2 8 32 R 19 S 50 S 002 - 32
Doxiciclina (DC) 12 1 75 S 2 8 256 R 256 R 24 R 12 | 4 5 .016 - 256
Amoxicilina (AC) i0 S 10 S 10 S 10 S 75 S 016 8 75 8 256 R 016 - 256
Cloranfenicol (CL) 16 | 16 | 6 S 256 R 256 R 256 R 24 | 16 | .016 - 256
Clindamicina {CM) 16 R 256 R 16 R 16 R 4 R 016 R 16 R 64 R 018 - 256
Ciprofloxacina (CI) 10 S 2 - - 75 8 - - - 1.0 S 15 | 002 -32
Eritromicina (EM) - - 25 8§ - - 3 | - - - - 15 | 256 R .016 - 256
Vancomicina (VA) - - 4 S - - - - - - 2 8 256 R .016 - 256
Tetraciclina (TC) - - 50 8 - - - - - - 128 R 1g¢ 8 .016 - 256

S = Suscetivel, I = Intermedidrio e R = Resistente
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Todas as espécies de Enterococcus faecalis 8/8(100%) foram sensiveis a amoxicilina
+ 4cido clavuldnico e a gentamicina, 7/8 (87,5%) sensiveis a2 amoxicilina e & moxifloxacina.
Entretanto, 8/8 (100%) das cepas sfio resistentes a clindamicina segundo a NCCLS (M100
S15), 7/8 (87,5%) a azitromicina, rifampicina e cloranfenicol e 1/8 (25%) a eritromicina

(Tabela 9).

Tabela 9 — Indice de Suscetibilidade (S), Suscetibilidade intermediéria (I) e Resisténcia (R)
antimicrobiana das espécies de Enterococcus faecalis e concentragfo inibitéria minima
necessaria para inibir 50% ¢ 90% dos isolados respectivamente.

Enterococcus faecalis (n=8)

CIM (Ug/mL) indice de Suscetibilidade
Agentes
antimicrobianos CIMg* CIMy* Intervalo de CIM b 1 R
Rifampicina (RI) 16 256 0,75 - 256 12,5% - 87.5%
Metronidazol (MZ) 256 256 >256 - - 100%
Amoxic+ ac. Clav, (XL) 1,0 1.0 0,016 -1,0 100% - -
Benzilpenicilina (PG) 8 32 2-32 50% - 50%
Azitromicina (AZ) 12 96 4-256 - 12,5% 87,5%
Gentamicina (GM) 3 24 0.016-24 100% - -
Moxifloxacina (MX) 0,50 2 2-32 87.5% - 12.5%
Doxiciclina (DC) 12 256 0,75 - 256 37.5% 25% 37.5%
Amoxicilina (AC) 1.0 1.0 0,016 - 256 87,5% - 12,5%
Cloranfenicel (CL) 16 256 6-256 12,5% 50% 31.5%
Clindamicina (CM) 16 64 0,016 - 64 - - 100%
Ciprofloxacina {CI)** 1,0 1,5 0,75-2,0 60% 40% -
Eritromicina (EM)** 1,5 3 0,25 -256 25% 50% 25%
Vancomicina (VA)** 4 4 2-256 66,6% - 33,4%
Tetraciclina (TC)** 0,50 0,50 0,19 -128 66,0% - 33,4%

* CIMso= concentracdo inibitéria minima incluindo 50% das amostras.
CIMgp= concentiragfo inibitoria minima incluindo 90% das amostras.

**0s antibiéticos CI, EM, VA e TC foram testados com 5 cepas (CI), 4 cepas (EM) e 3
cepas (VA e TC).
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6. DISCUSSAO

Um dos grandes questionamentos que perduram na endodontia moderna € por que
dentes que aparentemente bem tratados endodonticamente, bem restaurados e sem presenga
de sinais e/ou sintomas clinicos apresentam lesSes periapicais. O conhecimento da
microbiologia da saliva dos pacientes e do canal radicular dos dentes tratados
endodénticamente com lesGes periapicais € uma tentativa de se descobrir os fatores que
causam o insucesso da terapia endoddntica.

As espécies isoladas dos canais radiculares sfio tipicas da microbiota de dentes com
insucesso endoddntico, com prevaléncia dos géneros bacterianos: Staphylococcus (50%),
Streptococcus (36,7%), Actinomyces (40%) e Enterococcus, (26,7%), o que corrobora com
os achados da literatura (Engstrén, 1964, Méller, 1966; Molander et al., 1998; Sundqvist et
al., (1998); Peciuliene et al., 2000, 2001; Hancock et al., 2001; Pinheiro et af., 2003 a,b;
Siqueira & Rocgas, 2004; Rogas et al., 2004; Fouad et al., 2005; Kaufman et al., 2005).

A preocupacao maior deste estudo fol cumprir o protocolo das coletas
microbiol6gicas mantendo a cadeia asséptica. Portanto a prevaléncia do género
Staphylococcus spp. ndo representa contaminagdo externa. Estes microrganismos t8m sido
isolados de lesdes periapicais persistentes sem comunicacdo com a cavidade bucal
(Tronstad et al. 1987; Wayman et al., 1992). Cheung & Ho (2001) também identificaram
Staphylococcus spp. e  Streptococcus spp., como sendo 08 microrganismos mais
freqiientemente isolados dos dentes tratados endodonticamente associados a lesdes
periapicais crénicas.

Alguns trabalhos tém demonstrado a persisténcia de espécies de Staphylococcus spp.
(Goldman & Pearson, 1969), Lactobacillus spp., Streptococcus sﬁp. (Chavez de Paz, 2003;
Gomes et al., 1996b) nas coletas apds a realizagdo do preparo quimico-mecinico dos canais
radiculares de dentes com lesdes periapicais. Isto pode significar que a microbiota
encontrada no retratamento endoddntico pode ser remanescente da terapia endoddntica
prévia e sua persisténcia pode ter mantido a lesdo periapical, de forma crbnica, ou entfo, em
lenta regressao, permanecende em equilibrio com o sistema imunoldgico, mas podendo

reagudizar e evidenciar ou ndo alguns sinais e sintomas clinicos.
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Candida albicans foi isolada em 1 (3,3%) dos 30 canais estudados e estava presente
em 50% da saliva dos pacientes, concordando com Sundqvist er al. (1998), Molander et al.
(1998), Hancock et al. (2001) e Pinheiro et al. (2003b) que também isolaram Candida
albicans com pouca prevaléncia nos canais radiculares. Egan et al. (2002) relataram ter
encontrado uma correlagfo entre a presenga de fungos na saliva e nos canais radiculares de
dentes com insucesso endoddntico. Nair et al. (1990a), utilizando a microscopia eletrénica
de varredura, detectaram a presenca de fungos em canais de dentes tratados
endodonticamente associados a lesGes periapicais e relacionaram a presenga desses
microrganismos com ¢ insucesso endoddntico.

De acordo com as investigacdes anteriores da microbiota do insucesso endodéntico
{Molander et al., 1998; Sundqvist et al, 1998; Peciuliene et al., 2000; Pinheiro et al.,
2003a,b) este estudo foi igualmente representado por bactérias anaerdbias facultativas
(81,5%) e Gram-positivas (86%). Esta microbiota difere substancialmente dos canais
radiculares com polpas necrosadas, que apresentam uma flora polimicrobiana,
predominantemente anaerdbia, com equilibrio de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Moller, 1966, 1992; Baumgartner, 1991; Gomes, 1995; Gomes ef al., 1994, 1996
a,b,c; Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998). Esses dados foram confirmados por
estudos recentes sobre infecgGes de dentes com tratamento endoddntico assoctados a lesdes
periapicais (Peciuliene ef al., 2000, 2001; Hancock et al., 2001; Cheung & Ho, 2001; Rolph
et al., 2001; Egan et al., 2002; Pinheiro et al., 2003a; Siqueira & Rdgas, 2004; Rogas et al.,
2004; Adib et al., 2004).

O presente estudo isolou 8/30 (26,7%) Enterococcus faecalis dos canais radiculares,
concordando com estudos anteriores (Molander ef al., 1998; Sundqvist et al., 1998;
Peciuliene er al., 2000, 2001; Hancock et al.; 2001; Pinheiro et al., 2003a,b; Siqueira &
Récas, 2004; Roécas et al., 2004; Adib et al, 2004; Fouad et al., 20035). Na literatura,
Enterococcus faecalis é freqilentemente o microrganismo mais isolado dos canais
radiculares associados ao retratamento endoddntico e sua prevaléncia varia de 24 a 70% no
método de identificagéio por cultura (Tabela 1). Porém, Cheung & Ho (2001) e Rolph et al.
(2001) ndo isolaram cepas de E. faecalis em seus estudos. Concordando com nosso

trabalho, Fouad et al. (2005) isolaram 22% entre os casos de retratamento estudados,
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entretanto, de acordo com a literatura, era esperada uma maior prevaléncia deste
microrganisme.

Kaufman et al. (2005) identificaram E. faecalis em casos de retratamento endoddntico
com e sem lesdo periapical, e relataram que sfo poucas as evidéncias de que as cepas s3o as
{inicas a causar o insucesso endoddntico. Por isso, pode ser cedo para direcionar a terapia
endodontica no intuito de erradicar um unico microrganismo, ¢ qual pode ndo ser o
principal responsével pela recidiva da doenga.

Por outro lado, Gomes et al. (2006) identificaram E. faecalis em 46,6% dos casos de
insucesso pelo método de cultura, e em 76% através da andlise por métodos moleculares
das mesmas amostras, confirmando que E. faecalis € encontrado numa freqiiéncia ainda
maior em casos de insucesso endoddntico. O mesmo trabalho encontrou E. faecalis na
maioria (82%) dos casos de polpas necrosadas quando analisado pelo método molecular,
enquanto pela cultura das mesmas amostras, o microrganismo foi raramente isolado,
mostrando que o E. faecalis estd presente na infeccdo primdria, porém em pequena
quantidade, ndo detectdvel pelo método da cultura. O crescimento dessa espécie pode ser
favorecido por mudancas ecoldgicas no canal radicular apds o preparo quimico-mecénico,
uso de medicagdes intra-canais ou obturagdo do canal radicular, facilitando a sele¢fio de
microrganismos, ou entdo, pelo tratamento em madltiplas sessdes usando selamento
corondrio provisério, por isso detectamos uma microbiota mais resistente na infeccdo
secunddria.

O presente estudo identificou o E. faecalis como Gnico microrganismo em apenas um
caso clinico. Discordando de Sundqvist er al. (1998) ¢ Pinheiro et al. (2003 ab) que
isolaram E. faecalis como dnico microrganismo encontrado no canal, confirmando os

Iachados de Fabricius et al. (1982), que mostraram que Enferococcus apresentam a
capacidade de sobreviver em canais radiculares como microrganismos tinicos sem a relagdo
cooperativa de outras bactérias. Além desses fatores, Enterococcus faecalis tem a
capacidade de invadir os tibulos dentindrios, podendo facilitar sua fuga aos procedimentos
quimico-mecanicos (Love, 2001) e conseguem suportar periodos prolongados de auséncia
de nutrientes, manterem-se na fase latente e voltar a crescer quando os nutrientes se

tornaremn disponiveis (Figor et gl., 2003). Esses nutrientes podem ser provenientes de
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fluidos teciduais da regido periapical ou de infiltragdes corondrias ¢ podem servir de
sustrato para as cepas que sobreviveram a terapia endoddntica, mantendo a infecgdo intra-
radicular Estes microrganismos também tém demonstrado resisténcia ao hidréxido de cdlcio
que € a medicagio intracanal comumente utilizada para a desinfecgio dos canais radiculares
(Haapasalo & Orstavik, 1987). Todos esses fatores podem contribuir para a alta prevaléncia
desses microrganismos em dentes com tratamento endoddntico prévio associados a lesdes
periapicais (Siqueira & Rogas, 2004).

Quanto ao método de cultura utilizado em nosso estudo, foram isolados
microrganismos vidveis em 100% das amostras (n=90) dos 30 pacientes estudados, Este
elevada taxa de microrganismos isolados de canais radiculares de dentes com insucesso
endoddntico pode ser devido ao uso de meios seletivos e ndo seletivos. Portanto, difere dos
achados de Molander er al. (1998), Sundqvist er al. (1998), Peciuliene e al. (2000) ¢
Pinheiro et al. (2003), os quais, ndo detectaram crescimento bacteriano em 26,6%; 55,6%;
20% e 15% dos casos de dentes com tratamento endoddntico prévio, respectivamente.
Entretanto, a presenca de culturas negativas nfo significa a auséncia total de
microrganismos. Métodos de identificacdo por PCR mostram ¢ue os microrganismos estfo
presentes, mas muitas vezes ndo estdo vidveis dentro do canal radicular (Siqueira & Roécgas,
2004). Embora as técnicas de coleta e cultura microbioldgicas utilizadas nestes estudos
sejam adequadas para o cultivo de bactérias sensiveis ao oxigénio (Gomes, 1995; Gomes et
al., 1994, 1996 a,b,c) € possivel que alguns microrganismos tenham sido perdidos durante a
coleta microbiolégica por estarem presentes em dreas inacessiveis a4 coleta, ou em
quantidade muito pequena no canal radicular.

O presente trabalho identificon em 18/30 (60%) casos, 3 a 9 espécies de
microrganismos por canal radicular, sendo o restante (40%) caracterizado como
monoinfeccdes, apresentando 7 casos com 2 microrganismos por canal € 5 casos com
apenas 1 microrganismo por canal radicular (Fig.2). Essa diferen¢a entre os trabalhos
anteriores (Fabricius et al,. 1982, Sundqvist et al., 1998; Figor et al. 2003; Pinheiro et al.
2003 ab) e os nossos achados quanto a freqiiéncia de monoinfec¢Bes e infeccdes

polimicrobianas pode estar relacionada a alguns fatores, como por exemplo: a qualidade da
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terapia endodOntica prévia e das restauragdes presentes nestes dentes, ac tamanho das
leses associadas on mesmo as diferentes metodologias empregadas nas pesquisas.

No presente estudo foi encontrado 10/30 (33,3%) casos, nos quais a qualidade do
tratamento endoddntico foi considerada ruim e apresentavam 3 a 9 espécies de
microrganismos por canal radicular. Entretanto, ndo houve uma relaglo estatisticamente
significante entre o nimero de espécies por canal radicular e as caracteristicas radiograficas
da qualidade da obturagdo. Este resultado estd de acordo com Pinheiro ef al. (2003b) que
detectou mais de 3 microrganimos em canais mal-obturados, porém mostrando uma
correlacio estatisticamente significante entre os achados. De acordo com Sundqvist et al.
(1998) e Pinheiro et al (2003b) os dentes mal obturados possuem uma microbiota
semelhante a uma infecgfo primdria. Siqueira & Rogas (2004) encontraram um maior
nimero de espécies bacterianas em canais onde a distincia entre o material obturador ¢ o
dpice era maior que 2 mmm quando comparado com canais obturados no limite de 2 mm ou
menos do dpice. Além disso, em ambas as situagdes, os autores encontraram maior nimero
de espécies bacterianas por canal, concordando com este estudo, apesar da diferenca das
técnicas utilizadas para identificagfio microbiana.

Outra hipotese para a infecgdo polimicrobiana encontrada neste estudo esti na
metodologia, onde a guta-percha infectada do canal radicular fol coletada durante a
desobturacio com brocas de Gates-glidden e limas e, depois de desobturado o canal e o
comprimento de dente estabelecido com o localizador foraminal foi realizada uma coleta
adicional com cones de papel absorvente. Deste modo, a quantidade do material infectado
coletado por essa técnica parece ser maior que a dos trabalhos anteriores (Sundqvist et al.,
1998; Pinheiro et al., 2003a,b), onde os microrganismos podem ter sido eliminados durante
a remogio do material obturador, mesmo quando utilizaram apenas métodos rlnecﬁnicos e
sem solventes.

Na andlise estatistica foi observada maior incidéncia de retratamento endoddntico nos
incisivos laterais superiores 8/30 (26,7%), confirmando mais uma vez a influéncia das
dificuldades anatdémicas na desinfecco do sistema de canais radiculares. Quanto ao
tamanho da leso medida em mm pela radiografia periapical, observamos 11/30 (36,6%)

casos com lesdes maiores que 4 mm associadas & presenca de 3 a 9 espécies de
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microrganismos por canal radicular. Porém, nio se detectou diferenca estatistica
significante entre os achados clinicos e radiogréficos deste estudo.

Os resultados encontrados em nosso estudo mostram que Enterococcus spp.,
Staphylococcus spp., Candida spp. e enterobactérias estdo presenics na saliva dos pacientes
submetidos ao retratamento endoddntico. Poucos estudos (Egan ef al.; 2002) associaram a
microbiota da saliva ao insucesso endoddntico, porém, corroborando com este estudo,
Sedgley et al. (2005, 2006) detectaram E. faecalis na cavidade oral dos pacientes gue
estavam em tratamento endoddntico, principalmente nos casos onde havia uma
comunicagdo dos canais com a cavidade bucal. Entretanto, muitos questionamentos ainda
existem sobre as condi¢es que levam as espécies de E. faecalis a infiltrar em dentes
restaurados e tratados endodonticamente, e subseqiientemente contribuir para sua
patogenicidade (Sedgley et al., 2006).

A andlise estatistica mostrou que 15 (50%) dentes indicados para o retratamento
endoddntico apresentavam restauragdes consideradas ruins e 8 destes casos estavam
associados a infecgdes polimicrobianas, porém ndo foi estatiticamente significante, De
acordo com Swartz et al. (1983), dentes com restauracdes corondrias improprias ou
ausentes apresentam um fndice de sucesso significantemente menor quando comparado aos
dentes com restauracdes adequadas. Além disso, Pinheiro er al. (2004) associaram
restauracoes defeituosas ou ausentes com a presenga de Streptococcus spp. e Candida spp.
que s3o microrganismos encontrados na cavidade oral. Assim, Helin et al. (2002) e
Hommez ef al. (2002) recomendam o selamento corondrio definitivo comeo parte integrante
do tratamento endoddntico para a obtencfio do sucesso endoddntico. Do mesmo modo, o
presente estudo detecton 08 Mesmnios microrganismos na saliva, na coroa € no canal
radicular, podendo desta maneira afirmar a importincia da réstauragﬁo definitiva e imediata
ao tratamento endoddntico e se possivel utilizada entre sessdes do tratamento endoddntico.
O sucesso do tratamento e do retratamento endoddntico conseqiientemente dependem, do
controle da assepsia durante o tratamento, da méxima eliminacfio de microrganismos
durante o preparo quimico-mecénico, de uma obtura¢do hermética e também da prevengéo

da recontaminacio do canal radicular,
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Segundo Saunders & Saunders (1994) e Siqueira (2001), o insucesso endododntico
ocorre devido a uma possivel infiltragio corondria. Poucos estudos clinicos in vivo (Egan et
al., 2002; Sedgley et al., 2006) tentam relacionar a microbiota da saliva, da corca e do canal
radicular. O presente trabalho investigou a possibilidade de inter-relacdo desta microbiota
através de técnicas microbioldgicas utilizando vérios meios de cultura seletivos para
detectar todos os possiveis microrganismos envolvidos no insucesso endoddntico.
Entretanto, todos os achados deste estudo podem significar apenas uma coincidéncia em
sua igualdade, pois o método de identificagdo por cultura ndo pode provar que esses
microrganismos sdo idénticos, porém € necessdrio utilizd-lo para sabermos quais
microrganismos encontram-se vidveis dentro do canal radicular e a partir do isolamento e
identificacio das espécies podermos planejar a identificacdo por PCR. Portanto trabalhos
futuros devem tentar correlacionar a similiaridade das microbiotas do canal e da saliva,

através de técnicas moleculares.

Suscetibilidade antimicrobiana de Enterococus faecalis isolados

Os resultados dos testes de suscetibilidade de 8 espécies de Enterococcus faecalis
isolados no presente trabalho através do método do E-test, mostraram que essas espécies
foram sucetiveis & amoxicilina e a moxifloxacina (87,5%), mas os melhores resultados
foram da amoxicilina + 4cido clavuldnico e da gentamicina (100%). Assim, pode-se
observar que algumas cepas de E. faecalis de canais radiculares com insucesso endoddntico
apresentaram um aumento na resisténcia a amoxicilina, podendo aumentar ainda mais com
uso indiscriminado deste antibiético. Segundo Forbes er al (1998), quando um
microrganismo se torna menos suscetivel a um determinado agente antimicrobiano, do que
0 que era anteriormente observado, ele estd adquirindo uma resisténcia bioldgica a essa
droga. Os autores explicaram que a resisténcia bioldgica ndo coincide necessariamente com
a resisténcia clinica, que sé é adquirida quando esses microrganismos deixam de ser
suscetiveis a droga de tal forma que essa nao s¢ja mais efetiva clinicamente, Os autores
ressaltaram que o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana é um processo evolutivo,

e que € de fundamental importéncia o seu conhecimento e acompanhamento. Em casos de
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retratamento endoddntico, E. faecalis podem entrar na corrente sanguinea, causar uma
bacteremia, € ser uma possivel causa, em situagdes de risco, da endocardite bacteriana.

Segundo as recomendagBes da NCCLS, as espécies de Enferococcus spp. que sio
classificadas como suscetiveis a penicilina, ampicilina e amoxicilina (CIM < 8 ug/ml),
necessitam de uma alta dose terap€utica para o tratamento de infecg¢Bes enterococicas sérias.
Endocardites causadas por Enterococcus spp. requerem uma terapia combinada com alta
dosagem de penicilina ou alta dosagem de ampicilina, ou vancomicina, associadas a
gentamicina ou estreptomicina, para exercer ago bactericida.

O presente estudo detectou cepas de E. faecalis 100% resistentes a clindamicina e ao
metronidazol. Segundo a NCCLS, aminoglicosfdeos (salvo em altas conceniragdes),
cefalosporinas, clindamicina e sulfametroxazol-trimetoprim podem parecer ativos in vitro,
mas nio sdo clinicamente eficazes € nio deve ser relatado como sensiveis. Microrganismos
Gram-positivos, como E. faecalis, apresentam-se resistentes ao metronidazol, sendo este
antibidtico eficaz para Gram-negativos.

A maioria das espécies de Enterococcus faecalis estudadas (87,5%) apresentaram-se
resistentes quando testadas com o antibiético azitromicina. Esse resultado estd de acordo
com os achados de Fass (1993) que mostrou a azitromicina com menor eficicia contra
Enterococcus spp.

No presente estudo, a eritromicina foi testada contra 4 cepas de E. faecalis, sendo
que 25% apresentarm-se suscetiveis, 50% suscetibilidade intermedidria e 25% resistentes,
com grande variacdo das CIMs (0,25 — >256 |ig/ml) no crescimento de Enterococcus
faecalis, como observado no trabalho de Nord & Wadstrém (1973). Esses resultados
demonstraram que as espécies de Enterococcus faecalis isoladas nesse estudo necessitaram
de uma maior concentrag@o de eritromicina para sofrer inibigéo. Estudos anteriores (Zeldore
& Ingle, 1962; Engstrom, 1964; Matusow, 1981) nfo detectaram resisténcia a eritromicina
entre as espécies de Enterococcus spp. isoladas dos canais radiculares. Entretanto, Heintz et
al. (1975} detectaram sensibilidade a eritromicina em 96%, enquanto Stem et al. (1990)
detectaram em 61,2% das cepas de Enterococcus spp. estudadas. Assim, foi possivel

observar que a CIM da eritromicina, quando testada contra Enterococcus spp., tem
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aumentado com o decorrer dos anos, havendo num aumento da resisténcia das cepas de E.
faecalis testadas in vitro.

Nossos resultados mostraram que as cepas de E. faecalis foram 100% suscetiveis a
amoxicilina + 4cido clavuldnico e a gentamicina, 87,5% a amoxicilina ¢ 60% a
ciprofloxacina. Pinheiro et al. (2004) testaram a suscetibilidade antimicrobiana de 21 cepas
de E. faecalis isolados de canais com insucesso endoddntico com lesdo periapical
persistente. Concluiram que E. faecalis foram totalmente suscetiveis “in vitro” a
amoxicilina, amoxicilina com dcido clavulinico, vancomicina e moxifloxacina. A maioria
das cepas foram também suscetiveis ao cloranfenicol, tetraciclina, doxiciclina e
ciprofloxacina. Eritromicina e azitromicina apresentaram baixa suscetibilidade, portanto
menos efetivas. Por outro lado, Vigil et al. (1997) estudaram o padrfio de suscetibilidade de
microrganismos isolados de lesdes periapicais persistentes, e ndo encontraram evidéncias
claras de resisténcia antibidtica significativa entre as cepas estudadas.

Entre as cepas de Enterococcus faecalis testadas a amoxicilina + dcido clavulinico ou
a gentamicina (100%) e amoxicilina ou moxifloxacina (87,5%) apresentaram melhor
atividade antimicrobiana, quando comparada a benzilpenicilina (50%). De acordo com
Sedgley et al. (2005) E. faecalis foram suscetiveis a ampicilina, benzilpenicilina,
gentamicina e vancomicina. Dahlén ef al. (2000) encontraram cepas de enterococos
resistentes a benzilpenicilina, ampicilina, clindamicina, metronidazol e tetraciclina,
enquanto Noda et al. (2000) encontraram cepas resistentes a cefalosporinas,
aminiglicosideos e tetraciclina. Logo, em pacientes de risco, ou quando indicada terapia
antibiética durante o retratamento endoddntico, os resultados do nosso trabalho suportam a
escolha da amoxicilina + 4cido clavulanico como primeira opgéio de droga terapéutica,

Estudos envolvendo a microbiologia de dentes tratados endodonticamente associados
a lesdes periapicais tentam investigar as causas do insucesso da terapia endododntica, mas
ainda se faz necessdria a continuidade das pesquisas sobre o assunto para sabermos de onde
vém tais microrganismos. Assim, se for conhecida a suscetibilidade/ resisténcia microbiana
aos procedimentos endoddnticos haveria uma melhora da qualidade do tratamento e,
conseqiientemente, elevar as taxas de sucesso do retratamento. Além disso, novas pesquisas

deverfo utilizar um niimero maior de espécies bacterianas e outros géneros bacterianos
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associados ao insucesso endoddntico para um maior conhecimento do padrdo de

suscetibilidade aos antibidticos.
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7. CONCLUSAO

Baseado nas condi¢cGes experimentais utilizadas em nosso estudo de identificacdo

microbiana pelo método de cultura e nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Candida spp. e enterobactérias foram
identificados nos canais radiculares, nas coroas e na saliva dos pacientes, porém néo
se pode provar se esses microrganismos sdo idénticos.

A microbiota dos canais de dentes tratados endodonticamente é composta em sua
maioria por bactérias anaerébias facultativas, predominantemente Gram-positivas.
Os géneros microbianos isolados dos canais radiculares foram: Staphylococcus,
Streptococcus,  Actinomyces,  Enterococcus, Gemella, Propionibacterium,
Clostridium, Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Eubacterium, Lactobacillus,
Prevotella, Candida.

O nimero de espécies microbianas nas infecles de dentes com insucesso
endodontico variou de 1 a 2 microrganismos por canal radicular em 40% dos casos ¢
observou-se em 60% dos casos uma colonizagio bacteriana com 3 ou mais espécies.
As infecgGes polimicrobianas do insucesso endodOntico estavam mais associadas a
alguns achados clinicos e radiogréificos, tais como: restaura¢des corondrias
consideradas ruins, canais mal-obturados e lesdes periapicais > 4 mm, porém ndo
houve diferenca estatisticamente significante.

A maior incidéncia de retratamento endodéntico fol observada nos incisivos laterais
superiores.

As cepas de Enterococcus faecalls estudadas foram 100% suscetiveis a amoxicilina

+ 4cido clavulinico.e gentamicina.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO PARA PESQUISA
CLINICA

VOLUNTARIO:

As informagdes contidas neste prontuério foram fornecidas pela crientadora Prof?. Dr?. Brenda
Paula Figueiredo de Almeida Gomes e/ou pela aluna de mestrado Maraisa Greggic Delboni,
objetivando formar acordo, por escrito, mediante o qual o individuo, parte integrante da pesquisa,
autoriza sua participagdo, com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos € riscos a gue
se submetera com a capacidade de livre arbitrioc € sem qualquer coagao.

I. TITULO DA PESQUISA

"ldentificacdo de Microrganismos Presentes na Saliva, Coroa Dental e Canal Radicular de
Dentes Indicados ac Retratamento Endodéntico e sua Suscetibilidade a Alguns Agentes
Antimicrobianos™.

1l. PROPOSIGAO

5. Identificar Enterococeus spp., Candida spp. ¢ enterobactérias na saliva de pacientes que
possuem dentes indicados para o retratamento endodéntico.

6. Identificar Enterococcus spp. e Candida spp. e enterobactérias no material restaurador dos
dentes indicados para o retratamento endaddéntico.

7. Estudar a composicao da microbiota dos canais radiculares de dentes tratados
endodonticamente com imagens radiograficas sugestivas de lesbes periapicais persistentes com
necessidade de retratamento

8. Relacionar os achades clinicos e radiograficos com a presenga de microrganismos
especiticos nos canais radiculares

9, Analisar a sensibilidade antimicrobiana e a produgdo de B-lacfamase de espécies
bacterianas, dos géneros Enterococcus, Peptostrepiococcus, Streptococcus, Actinomyces e
Prevotella isolados dos dentes tratados endodonticamente com insucesso endoddntico.

IIL. JUSTWWICATIVA

Este trabalho tem o objetivo de verificar se existe uma inter-relagéo das bactérias da saliva, do
material restaurador e dos canais radiculares de denies com insucesso endoddntico. Iremos
também investigar a suscetibilidade antimicrobiana de espécies bacterianas comumente iscladas
desses canais. Sera que a microinfiltragdo coronéria & o principal fator de insucesso do tratamento
endodontico?

Um maior estudo dos fatores clinicos e das baciérias associadas ao fracasso do tratamento
endoddntico poderia nos levar a uma melhoria das técnicas de combate & infecgéo e,
conseqglentemente, elevar as taxas de sucesso do retratamento. O conhecimento do padréo de
suscetibilidade antimicrobiana dessas bactérias poderia orientar, quando indicado, a correta
adminisiragdo do antibiético. Este e outros questionamentos procuraremos responder neste
trabalho.

Além disso, estudos sobre RETRATAMENTO ENDODONTICO fazem parte da linha de pesquisa
do Laborat6ric de Microbiologia aplicada a Endodontia de nossa disciplina, que foi montado gragas
ao financiamento da FAPESP. Dessa maneira, o presente trabalho promoverd uma continuidade na
linha de pesquisa.

IL. PROCEDIMENTOQ DO EXPERIMENTOQ
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Selecio dos pacientes

Serdo selecionados pacientes com necessidade de retratamento endodéntico. Serao estudados 30
casos. O retratamento endoddntico serd evidenciade pela constatagio de uma drea radiolicida na
regido periapical do dente envolvido, acompanhado ou nig de sinais e sintomas, indicando a
persisténcia da les@o por um pericdo minimo de 2 anos apds o tratamento endodéntico. Seréo
obtidos os dados relativos ao sexo, idade, doengas sistémicas e uso de medicamentos. Os
pacientes com doengas sistdmicas e com histdria de aniibioticoterapia recente e uso de
antifangicos néc serdo incluidos no estudo.

Aspectos ciinicos e radiograficos

Para cada paciente serdo anotados dados pessoais, histdria médica e historia dentaria. No exame
subjetivo seréo anotados dados sobre a condigdo atual do dente a ser retratado, quanto a presenga
ou auséncia de dor. No axame objetivo serdo anotados dados tais como: a presenca de edema, de
fistulas, presencga ou ndo de restauragdes no dente tratado endodonticamente, caries e fraturas.
Serao realizados testes para verificar dor & percussao, a palpagéo e mobilidade, além da realizacéo
de sondagem periodontal.

Na andlise radiogréfica, sera avaliada a qualidade da obturago, a presenca de leséo periapical
relacionada ao dente tratado endodonticamente, a presenga de alguma imagem de carie sob a
restauragdo ou sugerindo uma infiltragdo coronaria neste dente.

Coleta de amostras

Apos a colocacdo do isolamento absoluto, serd feita a descontaminagéo do campo operatdrio. Sera
executada a remogédo do material restaurador com brocas esféricas diamantadas e de material
obturador com brocas de Gates-Glidden e limas endodénticas, sem o uso de solventes da guta-
percha. Apds a abertura coronéria, sera coletada toda a guta-percha removida do canal radicular
durante a desobturagdo, sempre de um unico canal radicular, de maneira a confinar 6 exame
microbiolégico em um Unice ambiente ecoldgico. Serd feita uma radiografia para obtengéo do
comprimento de trabalho e para verificar a remogdo do maierial obturador. Serd feita uma irrigagao
do canal radicular com soro para remover qualquer residuo remanescente do material obturador e
deixar o canal Omido para a Gltima coleta, na qual, cones de papel absorvente estéril serdo
introduzidos no comprimento de trabalho pré-estabelecide permanecendo nesta posi¢gao por 60
segundos. Este cone, normalmente é usado para secar o canal. A coleta de amostra é simples e
faz parte do tratamento endoddntico, ndo existindo outro método alternative para tal. A coleta das
amostras dos canais radiculares sera realizada sob fluxo continuo de nitrogénio.

Apos a coleta das amostras bactericlogicas, ¢ dente em questio sera retratade e restaurado pelo
mesmo operador. Além disso, serd feito um acompanhamentc de todos os retratamentos
realizados neste experimento, durante, no minimo, 4 anos.

No laboratdric de Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP, os recipientes com o material
colhido da saliva, da coroa dental e do canal radicular seréo processados adequadamente para que
se obtenha o isclamento, cultivo e identificagdo dos microrganismos. Algumas espécies
encontradas serao testadas quanto sua sensibilidade antimicrobiana.

V. DESCONFORTO OU R1SCOS ESPERADOS

O processo é indolor. Se o paciente sentir dor, esta ndo serd devido a coleta de amostra e sim a
persisténcia da infecgdo nos canais radiculares e/ ou nos tecidos periapicais.

Se houver dor fora dos dias marcados para o tratamento, o paciente recebera uma assisténcia
imediata dos responsaveis pela pesquisa, assim o mesmo devera entrar em contato através dos
telefones locais descritos a seguir:

(0xx19) 3412-5215 {laboratéric de Endodontia}
{0xx19) 8138-8887 (celular dos pesquisadores).
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O paciente também podera ser atendido no Plantde de Emergéncia da FOP-UNICAMP, que
funciona normalmente de segunda a sexta-feira, de 8:00 as 12:00 hs e de 13:30 as 17:30 hs.

Para qualguer informacgéo ou esclarecimento sobre ¢ tratamento, o paciente poderd entrar em
contaio com os pesquisadores através dos telefones citados acima, ou mesmo, diretamente com
CEP {Comité de Etica em Pesquisa) desta Instituigdo, através do telefone (0xx19) 3412-5349 ou
fax da instituigdo (0xx19) 3412-5218, ou correio: caixa Postal 52, 13414-903 - Piracicaba, SP. E-
mail: cep@iop.unicamp.br

O paciente tem toda a liberdade de pedir esclarecimentos sobre a metodologia antes e durante a
pesquisa, podendo ou ndo concordar em participar da mesma. Caso recuse, nao havera prejuizo
ac seu tratamento, o qual serd prosseguide normalmente.

Uma coépia deste termo (TCLE) serd entregue ao voluntéario, portanto o mesmo terd em maos
telefones e enderegos para contacto.

Apesar dos resultados clinicos e microbiologicos serem divulgados publicamente para fins
académicos e cieniificos, serd preservada a privacidade do individuo quanto aos dados
confidenciais que possam a ser envolvidos na pesquisa.

V1. BENEFICIOS DO EXPERIMENTO

A presente pesquisa visa a identificacdo das baciérias encontradas nos canais radiculares de
dentes a serem retratados endodonticamente com presenga de uma leséo periapical. Descobrindo
estas bactérias iremos:

a) Investigar a composicao da microbiota dos canais radiculares obturados, associados com
lesdes periapicais, relacionando também com a microbiota da coroa dental e saliva do paciente
em questio;

b) Analisar a suscetibilidade antimicrobiana das bactérias isoladas de casos associados ao
retratamento endoddntico a diversos agentes antimicrobianos, através do teste de sensibilidade
antimicrobiana (E-test).

Isto podera ajudar a entendermos melhor os sinais e sintomas de origem endodéntica. A
identificagdo de bactérias persistentes no canal radicular obturado podera possibilitar a realizagao
de um antibiograma gue orientara a escolha correta de um antibidtico e/ou medicacio intracanal, e
se for necessaric ira complementar o seu tratamento ajudando o organismo a combater a infeccio.

VII. INFORMACOES

O voluntario tem a garantia de que receberi respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento a
respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados a pesquisa.

Os materiais e, ou dados coletados, ficardo a disposicdo dos sujeitos de pesquisa, sendo
preservada a identidade dos mesmos.

A pesquisa ndc acarretara nenhum Gnus ao paciente. Se por acaso houver necessidade de
deslocamentos ou procedimentos adicionais para coleta de amostra, além das necessarias para o
tratamento endodéntico convencional, os gastos com este deslocamento serio ressarcidos.

VIIL RETIRADA DO CONSENTIMENTO

Q voluntario tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo e assim do grupo de amasira, este ndo sera penalizado e nao havera prejuizo
ao seu tratamento, o qual sera prosseguido normalmente.

IX. CONSENTIMENTQ INFORMADO
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Eu,
certifico que tenho lido as informagdes acima e suficientemente esclarecido {a) de todos os itens
pela Prof?. Dré. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes e/ou Maraisa Greggio Delboni, estou
plenamente de acordo com a realizagdo do experimento. Assim, eu autorizo a execucdo da

pesquisa, exposta acima, em mim.

Piracicaba, de de 2005.

Nome: RG:

Assinatura:

ATENCAQ: A sua participagic em qualquer tipo de pesquisa & voluntiria. Bm caso de ddvida 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

Pirzcicaba/SP,
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ANEXO HI - Quadro dos aspectos clinicos e radiograficos relacionados as espécies microbianas identificadas na saliva, na coroa € no

canal radicular de 30 dentes com insucesso endoddntico.

NI Dente | COROA QUA | QUA PINO | Limite | Diam E DPe | TEP | Saliva Coroa Canail
REST | TRAT OBT | apical | leso radicular
113 11uni | Resina pigmentada | Ruim | Ruim - imm |6 mm P PV 10 | C.albicans, S. fentus E. fimosum E. faccalis, E. limosum,
8 Bifidobacterium spp.,
Pasteurella 5pp.,
P. acnes, P. huccae
213 15uni | Pino{ Coroa Metalica | Boa Ruim imm | 2mm | 2mm A PH 10 | C. albicans C.albicans, Micrococous spp.,
8 S. lentus A. viscosus, S, fentus
313 22uni | Pino / Goroa Metdlica | Boa Bom A Tmm | +20mm A A 10 | E fagcalis Veilionella spp., A, israelii, E.. faccalis,
3 S. saliv salfivanis, A. naesfundii,
. haemolysans, S. mifis1, G. morbillorum,
A. vistosus C. bifermentans
4|2 34 bi | Resinaf Cotosol Boa Bom - mm | Imm A A +5 |- H. influenzae, S. Serratia marcescens
8 marcescens, E. limosum, S.
fentus
514 44 uni | Coroa Metdlica Boa Bom “ Omm | 3mm A A +5 | 8. xylosus S. consteflatus, G, E. faecalis, E. imosum, M.
7 haemolysans, E. faecalls, lentus, S.xylosus
3. xylosus
6|3 22 uni | Resinaf Cotosal Ruim | Bom - 1mm | 4mm A A + 5 | E faecafis, S. fenfus 5. mutans, E. faecalis, A. A. istaslii, S, mutans
8 israelif
714 22 uni | Pinof Coroa Metalica | Boa Ruim 2mm | 2mm | 2mm A P +5 | E. cloacae E. faecalis, S. mitis 1, 8. E. faccalis, Candida
2 lenius, G, haemolysans, S. | atbicans
mufans
g6 45uni | Pino f Coroa Metalica | Boa Ruim lmm | imm | 2mm A A 10 | S.fenfus, E. agglomerans C. | E. fagcalis E. faccafis
4 albicans, , E. faecalis
g |1 12uni | Resina Ruim | Ruim - Omm ] 5mm A A +5 | C afbicans P. buccae, A. meye, Bifidobacterium spp.,
7 G. haemolysans, A meyeri,
S. acidominimus, . hasmolysans,
Bifidobactenium spp., P. buccas,
3. saffvarius C. acetobutyficum
1013 22 uni | Pino f Coroa Metalica | Boa Ruim 2mm | 1mm | Smm A A +5 | C. albicans, S. fentus, E. faecalis E. fascafis, 8. fenius,
1 E. fagcalis, E. cloacae, S. marcescens, S. mitfs 1
S. marcescens
"l 12uni | Pino / Coroa Metalica | Boa Bom A 2Zmm | 5mm A A 10 | E. faecalis, S. xyfosus, 8. odorifera, S, xylosus, S. | S. odorifera, xylosus,
] E. agglomerans, marcescens S. tentus, §. fiquefaciens,
E. aeragenes, E. aerogenes
S. odorifera, C. albicans
1211 11uni | ResinafCarig Ruim | Ruim - 0,5mm | 10mm A A +5 | E faecafis, S. femtus, A. viscosus, P. granufosum, | A. meyeri, P. granulosum,
7 ©. albicans E. limosum A, viscosus, P. micros
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ANEXO I1II - continuagio

N[l Dente | COROA QUA |QUA [T |PINO |Limite | Didm E | D [DPe | TEP | Saliva Coroa Canail
REST |TRAT |M | OBT | apical | lesdo P radicular
138 35uni | Amélgama Bea - | Ruim 8- 3mm | 3mm AlALA 10 | C. albicans S. lentus, A. nassfundii S. fentus, S.xylosus,
5 S mitis 1 S. mitis, G. morbifiorum,
E. limosum,
P, gramulosunt,
B, adolescentis 2,
A, odontofyticus
145 15uni { Pingf Corog Metdlica | Ruim | Ruim | 4 | 2mm | 4mm | +20mm PlA]A +20 | C. albicans, E. aerogenes | P. intermédia, S, milfs 1, G. torbillorum,
2 C. acetobutylicum, P, prevotti,
S. consteliatus, A, viscosus, | G. hasmolysans,
G. morbiflorum, C. bifermentans
1515 14 uni | Pino{ Coroa Metélica | Boa Ruim 2 |2mm | 5mm | +20mm HiA|A +20 | C. albicans, E. aerogenes C. albicans, 5. mitis 1, 8. xyfosus, P. acntes
2 A. odonfolyticus,
G. morbifiorum,
C. acefobufylicum
16| 4 34uni | Resina Boa Bom 4 |- O0mm | Smm AlA|A 10 | 8. fentus, §. fentus S. fentus, S, mutans,
3 Pseudomonas spp. S. oralis,
P. seudomonas spp.
1713 22 uni | Resina Ruim | Bom 1]- Omm [ +10mm AlA|A 4 | C. albicans S. mitis 1 8. mitis 1
0
1811 46t | Resina sem pigm Boa 8om 5 - Omm | 3mm AlA|A 5 | E cloacse 8. milis 1, G. morbillorum S, mitis 1, 8. lentus,
5 G. morbitlorum,
G. haemolysans,
P, seudomonas spp.
19(5 43 uni | Resina manchada Ruim |Ruim | 2 |- smm | 3mm AlA|P 10 | S. sciun, S. fentus G. morhilforum G. morbitlorum,
9 A, Viscosus
2014 22 uni | Pino metalico f Coroa | Boa Ruim 3 (1imm  }3mm | 3mm A|A|PY | 10 15 lenus, 8 mifis 1 S, mitis 1, 8. mutans,
3 Pssudomonas spp. L. lactis cremors
21|86 23uni | Pinc met Relyxf Ruim |[Rum | 9 | fom §{1mm | 4mm A|lA|P [ L. facfis cremorts, L. lactis cremons,
1 Coroa G. morbifforum, AViscosus, | E. fagealis, S. fentus,
8. acidominimus, G. motbifforum,
8. infermedius, A. israslii E. faecium, 8. aureus,
Caprocylophaga spp., A israelfi, C. botulinum,
A. salmoniciga
2213 15 uni | Pino met Relyx/ Ruim [Ruim | & [2mm | Omm | 4mm A| PPV | 2 |8 caprae, S. epidermidis, P. | P. aeruginosa, P. mirabiis, | P. aeruginosa,
i Coroa flucrescens, S. xylosus F. fluorescens P. mirabilis, P. acnes,
P. fiucrescens,
A. naeslundii, C. fetani
234 46t | Amalgamae Resina | Ruim | Bom 2 |- fmm | +20mm PP |PY 6 | C. alhicans S. acidominimts 5. milis 1, 8. acidomininus
3
245 3 uni | Resina manchada Ruim | Ruim 1]- 3mm | +40mm P | A | PVH | +30 | P. mirabilis, C. albicans, F. mirabilis P. mirabilis
9 S. aureus, E. faecium
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ANEXO III - continuacio

N (I |8 |Dente | COROA QUA | QUA PINO | Limite | Didm E |D |DPe | TEP | SBaliva Coroa Canal
REST | TRAT OBT | apical | lesgo P radicular
2515 |M |41uni | Resina manchada Ruim | Bom - 2mm | +40mm | A | P | A |PVH | +30 | Efaecium, S. aureus, S. epidermidis S. epidermidis
8 8. epidermidis, C. albicans
265 M |42uni | Resina manchada Ruim | Bom - 2mm’ | +40mm | A | P | A |PYH | +30 | E faecium, S. aureus, S. aureus 5. acidominimus,
g 5. epidermidis, C. albicans 5. alrgus
2713 M | 11uni | Resina manchada Ruim | Ruim - 3mm | +10mm AlALA 5 | Pseudomonas spp. §. epidermidis, 5. anginosus | A, naesfundii, 8. aureus
]
286 |F {13uni | Ping metal Boa Ruim A smm | 4mm AlP|A 10 |- £. faecalis, 5. aureus, S, epidermidis, S. lentus,
1 H. apfirophilus 3. aureus, 5. uberts,
E. faecium, E. faecalis
2914 |F |21 uni | Resina manchada Ruim | Ruim - dmm | 3mm A | A |PYH | 10 | E fascium, S.epidermidis, S.mifis 1, G. morbiliorum, S. mifis 1, G. morbifforurm,
3 §. xylosus G. haemolysans, S. mufans, | S. xylosus,
S. xylosus, Capnacytophaga spp.,
Capnocytophaga spp. A. meyen, S. lenfus,
S. saliv salivarius
(4 [F | 11uni | Amalgama Boa Bom - Qram | 3mm ATAlA 10 | E. fascium, S.epidermidis, S. mitis 1 S. mifis 1, P. migros,
3 manchado S, xylosus . sanguis, S. seiun,
A, nassfundii, A. viscosus,
A. israeli
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ANEXO IV - E-TEST

Tabela 1: Suscetibilidade antimicrobiana de Propionibacterium acnes e Pepstreptococcus

micros.
E-test
Antibidticos | P. acnes | P micros CIM
Rl >1.0 >256 | .016 - 256
MZ - >256 1.016 - 256
XL >75 >256 |.016- 256
PG >.064 >32 002 - 32
AZ =>.23 >19 |.016 - 256
GM - »256 |.016-25b6
MX >.50 =50 [.002-32
DC »12 >19 |[.016- 256
CF - >256 |.016- 258
AC =.25 - .016 - 256
CL =B »d .016 - 256
CM »24 >2b6 [.016 - 256
Cl >.25 >32 .002 - 32
EM >.38 »38 |.016-256
VA >1.5 - .016 - 256
TC >1.5 - 016 - 256

Tabela 2: Suscetibilidade antimicrobiana de Actinomyces spp.

E-TESTE

Antibigticos | M12E11 | M10E1 | M21E7 | M21E11 | M21C8 | M22ES CIM
RI >256 | »256 | >1.5 >.016 .016 - 256
MZ >256 | >256 016 - 256
XL =256 =75 =2 =50 >256 016 - 256
PG >32 >3 >3 »32 002 - 32
AZ >256 »8 ~256 »256 =2 |.016 - 256
GM >256 >3 016 - 256
MX >.50 >.19 >32 >125 | »25 [.002-32
DC >96 >256 >8 ' >.38 016 - 256
CF >256 >16 016 - 256
AC ».047 >256 ».016 | >256 |.016 - 256
CL >256 | »256 | »256 »1.0 >.19 016 - 256
CM >256 >16 >32 >19 >,032 016 - 256
Cl ».75 | >256 >75 | >1.5 |.002-32
EM >3 >4 >.19 »256 016 - 256
VA >4 >38 016 - 256
TC > 6 >.25 016 - 256
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ANEXO V - Meio de Transporte VMGA 11

Descricdo: Meio de transporte para amostragens pequenas como, por exemplo, com ponta
de papel absorvente. Apresenta uma consisténcia semi-solida em temperatura ambiente € semi-
fluida acima de 30°C.

Preparo:

SAL AZUL — Solucéao estogue (100m))

1. Agua destilada estéril.........ccoecurirnirierncrncrecninns 30mL
Acetato de fenilmercuriocromo..........c..ceceveeen... 0,058
Dissolver em banho-maria durante a noite a 56°C

2. Agua destilada estéril.........oovvevervrereerreerserecenee. 20mL
Glicerofosfato de $6di0......cccuvcerrecrecrricrrierncrneenn 10g
Dissolver aquecendo levemente na manta.

3. Agua destilada estéril........ccooererrerrerierrerrnrernns 30mL
Cloreto de Cilcio hidratado (CaCl2 6H20)......... 0,16g
Cloreto de Potdssio (KCl)......ccecvveveervnnecenennen. 0,428
Cloreto de S6dio (NaCl)......veevvevivecveereecrnen e 1,0g
Sulfato de Magnésio......c.corvemvevvvnrininnnnnnnn 0,18

Misturar a solugdo 1,2 e 3 bem dissolvidas e resfriadas em uma proveta graduada e
adicionar dgua destilada estéril até completar o volume de 100ml. Adicionar 0,003g de Azul de
Metileno. Acondicionar em geladeira.

Solugio de NaOH + KOH 8M (100mL)

Pesar KOH e NaQOH:
NaQH.............32¢g
KOH................. 44,88g

Dissolver em 70mL de 4gua destilada.
Ap6s dissolvido acrescentar 30mL de dgua destilada (completa 100mL)
Autoclavar.

AUTOCLAVAR NO DIA ANTERIOR para fazer 125ml. de VMGA

papel aluminio para pesar (4) e peixinhos.

No minimo 125 eppendorffs com 3 bolinhas de vidro cada.

Proveta de 25mL

Um frasco contendo 68,75mL de dguna destilada.

Um frasco contendo 37,5ml de 4gua destilada (para a gelatina é bom esterelizar ¢/ os
eixinhos}

Dois frascos vazios de 250mL.

Um frasco vazio de 500ml.

Um frasco contendo 130mL de dgua destilada.

1,25mL de dgua destilada.

4 funis

S & 8 & 8 @
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* 4 tubos de ensaio.
* 4 egspatulas
* 1 bécker pequeno.

Programar para que tudo seja preparado na parte da manha.

Primeiramente deve-se prepara o Bacto Agar e colocar para autoclavar.
Ligar logo em seguida o banho-maria a aproximadamente 50°C.

Prepara depois, a gelatina que deve ser colocada por aproximadamente 30 segundos no

microondas e depois deixar no banho-maria caso nfo derreta tudo.

Solugdo 1

Quantidade de VMGA 100mL 250ml 125ML
Agua destilada estéril 350mL 137,5ml 68,75mL
Triptose (DIFCO, Detroit, EUA) 0,5¢ 0,125¢g 0,0625g
Triptone e Peptone 0,5¢ 0,125¢ 0,0625¢g
(BBL, Cockeyville, EUA)

Dissolver com agitacio e aquecimento (microondas)

Solugéo 2

1000mL 250mL 125mL

Quantidade total de VMGA

Agua destilada estéril 50mL 12,5mL 6,25mL
Bacto Agar 4% (DIFCQ, Detroit, EUA) 2g 0,5¢ 0,25¢g
Autoclavar a 121°C por 20 minutos

Solugdo 3

Quantiade total de VMGA 100mL 250ml. | 125mL
Agua destilada estéril previamente aquecida |300mL 75mL | 37,5mL
Gelatina (DIFCQ, Detroit, EUA) 50g 12,5g 6,25g

Dissolver ¢/ agitacfio e aquecimento.

Colocar peixinho ou aquecer no microondas por 30 segundos (10+10+10) verificando a

dissolugfo a cada 10 seg. e depois deixar no banho-maria casa ndo tenha dissolvido tudo.

Solucio de cisteina
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Quantiade total de VMGA | 100mL 250mL 125mL
L-cisteina-dihidroclorito 0,5g 0,125¢ 0,0625¢g
(SIGMA)

Agua destilada estéril 10mL 2,5mL 1,25mL
Quantiade total de VMGA 1000mL 250mL | 125mL
Acido tioglicolico (SIGMA, St Louis, EUA) [0,5mL 0,125g |0,0025g
Solucio de sal 100mL 25mL 12,5mL

Misturar as solugdes 1,,2 e 3 em um frasco de 250mL, na manta.

Resfriar a 45-50°C

Adicionar 12,5 mL (p/ 125mL) da solugfo estoque de sais*

Adicionar o 4cido tioglicélico (0,0625 mL)

Aquecer a solugdo por 5 minutos até que a cor azul desaparega (fica amarelo depois que ferve).

Resfriar em 4gua morna sob fluxo de N2,
Levar para cdmara de anacrobiose.
Adicionar a soluc¢io de cisteina.

Ajustar o pH 7,2 —7.4 com uma solugio de 8M NaOH + KOH, adicionar de pouce em pouco, 10

UL por vez.

Colocar 1mL da solugfio em cada tubo de Eppendorf e deixar levemente aberto. Permitir que os
tubos que fiquem na cabine de anaerobiose por pelo menos 2 horas.

Depois de remover os tubos da cabine, feche-os firmemente.

Autoclavar em 115°C por 20 minutos.
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ANEXOQ VI — Teste da Catalase e Oxidase

Teste da Catalase

A enzima catalese cataliza a degradacfio do peréxido de hidrogénio a dgua e oxigénio
molecular (H,0, — H;O + O3). Os organismos catalase-positivos rapidamente produzem
bolhas quando expostos a uma solugdo contendo peréxido de hidrogénio. O teste da
catalase € fundamental para a diferenciacéo entre muitos microrganismos gram-positivos,
Por exemplo, os estafilococos sdo catalase-positivos, enquanto os enterococos sio catalase-
negativos.

Teste da Oxidase

A enzima citocromo oxidase faz parte do transporte de elétrons e do metabolismo de
nitrato em algumas bactérias. Ela pode aceitar elétrons de substratos artificiais, como
derivados de fenilenediamina, produzindo um produto oxidado escuro. Este teste é utilizado
para a diferenciacdo entre grupos de bactérias gram-negativas.
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ANEXO VII - Meios de cultura
1. Fastidious Anaerobe Agar (FAA) - LAB M (Bury, UK)

1.1. Descrigéo

Meio primdrio de isolamento capaz de favorecer o crescimento dos anaerdbios de
maiores implica¢Ses clinicas.

As peptonas sdo incorporadas para a mdxima estimulacdo de crescimento. Amido e
bicarbonato atuam como agentes desintoxicantes, enquanto a hemina favorece a producio
de pigmento nos “Bacteroides” produtores de pigmento preto. Agentes especificos de
estimulacfo de crescimento sdo os seguintes: cisteina para o Fusobacterium necrophorum,
Propionibacterium acnes ¢ Bacteroides fragilis, arginina para Eubacterium spp.,
pirofosfato soldvel para Porphyromonas asaccharolytica. Piruvato contribui a neutralizagio
do peréxido de hidrogénio e pode ser também utilizado pela Veillonella spp. como fonte de
energia. Vitamina K e succinato de sddio fornecem fatores essenciais de crescimento para
alguns anaerdbios, como também 0,1% de glicose. O nivel baixo de glicose impede a
producdo de niveis elevados de 4cidos e dlcoois que poderiam inibir o crescimento
bacteriano. '

1.2. Preparo

Adictonar 23,0 g do pé em 500 ml de 4gua deionizada. A suspensdo deve ser mantida
em repouso por 10 min. e depois agitada. £ esterilizada por autoclavagem a 121°C por 15
min e resfriada a 47 °C. Entdo adicionar assepticamente 5% de sangue de carneiro
desfibrinado, misturar bem e distribuir nas placas de petri.

1.3. Aparéncia
Vermelho devido a adi¢do de sangue. O meio fica escuro (reduzido) mais tarde

devido a adi¢fio de redutores.

1.4. Armazenagem
Placas: até 7 dias a 4 °C no escuro.

1.5. Inoculagioe
Em superficie, plaqueando para obter colénias puras.

1.6. Incubac@o
37 °C anaerobicamente, por periodos de 48 horas e 7 dias.

1.7. Férmula

Foérmula oL
Mistura de peptonas 23,0
Cloreto de sédio 5,0
Amido 1,0
Agar no. 2 12,0
Glicose 04
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Piruvato de sédio 1,0

HCL cisteina monoidratada 1,0

Hemina 0,5

Vitamina K 0,001

L-arginina 1,0

Pirofosfato solivel 0,25

Succinato de sodio 0,5
pH: 74 £ 0,2

O meio FAA pode ser seletivo para vdrias espécies de anaerdbios através da adicao de
antibtéticos seletivos.

2. FAA + Acido nalidixico (X 091) - LAB M (Bury, UK)

Este meio € seletivo para anaerébios Gram-positivos nédo formadores de esporos.

Para o preparo de 500 ml de FAA, um vidro de pd de 4cido nalidixico (X091) €
diluido em 5 ml de dgua destilada, e adicionado assepticamente aoc meio esterilizado e
resfriado a 47 °C. A concentraciio final de 4cido nalidixico é de 0,01 mg/mL.

3. FAA + icido nalidixico + vancomicina (X 090) - LAB M (Bury, UK)
Este meio € seletivo para anaerébios Gram-negativos. A concentragio final de dcido
nalidixico € de 0,01 mg/ml, e da vancomicina € de 0,0025 mg/mi.

4. FAA + neomicina (X 015) - LAB M (Bury, UK)

Quando adicionado ao dgar-sangue, resultard em um meio que permite o crescimento
de Clostridium e outros anaerébios, como Bacteroides fragilis e alguns cocos anaerdbios. A
concentragao final de neomicina é de 0,075 mg/ml.

5. Fastidious Anaerobe Broth (FAB) - LAB M (Bury, UK)

5.1. Descri¢io

Meto de cultura liquido capaz de favorecer o crescimento de bactérias anaerébias. As
peptonas sfo incorporadas para a mixima estimulagéo de crescimento. Vitamina K, hemina
e L-cistefna s@o também fatores de crescimento para alguns anaerébios. L-cisteina e
tioglicolato de sédio reduzem o Eh (redox) do meio € o dgar inibe a absorcéo do oxigénio.

5.2 Preparo
Dispensar 14,85g do pé em 500 mL de dgna deionizada. A mistura € dispensada em
tubos que sdo deixados semiabertos durante a esterilizagfo, que € feita por autoclavagem a
121°C por 15 min. Os tubos sédo fechados o mais rdpido possivel apds a autoclavagem.

5.3 Aparéncia
Amarelo claro.

5.4 Armazenagem
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Em tubos com tampas, até 3 meses a 15-20°C no escuro.

3.5 Inoculagio
Se usado como meio de cultura com sangue, uma dilui¢io minima de 1:10 deve
ser usada.

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

5.7 Férmula

Mistura de peptonas 15,0
Cloreto de sodio 2,5
Extrato de levedura 1,0
Agarno. | 0,75
L-cisteina 0,5
Hemina 0,005
Vitamina K 0,005
Resazurina 0,001
Bicarbonato de sddio 0,4
pH: 7.4 + 0,2
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ANEXO VIII - Camara de anaerobiose

A camara de anaerobiose consiste em uma cimara de incubacdo, feita de resina
acrilica e tem a capacidade de armazenar placas de petri de 180 x 90 mm.

O acesso a cabine feito através de portas com luvas de borracha.

Um controlador de temperatura digital indica e matém uma temperatura constante no
interior da cabine.

A cabine utiliza o sistema “Anotox™ e o catalisador Palladium Deoxo “D” para
manter anaerobiose estrita dentro da cabine e evitar a formagdo de metabdlitos volateis
toxicos. Grandes sachés ficam situados em frente do ventilador para permitir maxima
exposi¢do a atmosfera e evitar qualquer condensagdo de dgua no “Anotox” e catalisador.

A fungdo do “Anotox” € purificar a atmosfera pela remogao de dcidos gordurosos
volateis e hidrog€nio sulftrico da atmosfera.

A funcdo do catalisador Palladium Deoxo “D” € catalisar rastros de oxigénio dentro
da camara via hidrogénio, o qual também esta dentro da cimara. O vapor de dgua produzido
pelo catalisador é removido automaticamente por um sistema de controle de umidade. O
catalisador Palladium Deoxo “D” e o “Anotox” devem ser trocados uma vez por ano no
servico de manutengado. Se eles ficarem muito imidos durante o uso, devem ser removidos
e secados. O “Anotox™ que € feito de material plastico deve ser seco numa incubadora com
temperatura de 37°C — 60°C por algumas horas. O saché catalisador que € feito de aco
inoxidavel deve ser seco em forno a 160 °C por uma ou duas horas.

O controle de anaerobiose no interior da cabine ¢é feito com uma solugdo de azul de
metileno ou outro indicador de reducdo de oxigénio.

A cabine apresenta um controle de umidade que permite que qualquer excesso de
umidade condensada nas placas seja canalizada para fora da cdmara.

A iluminac@o na cabine € feita por luzes fluorescentes.

Figura: Camara de anaerobiose
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ANEXO IX - Kits de identificacao bacteriana (BIOMERIEUX)
1. Api 20 Strep

1.1. Descricéo

Apt 20 Strep € um método padronizado que combina 20 testes bioguimicos que
permitem a identificacdo, 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 demonstragéio da atividade enzimdtica ou fermentag@o de agiicares.

Os testes enzimdticos s#o inoculados com uma suspensiio densa de microrganismos,
feita de uma cultura pura, que € utilizada para reidratar os substratos enzimaticos. Os
produtos metabdlicos finais produzidos durante o perfodo de incubagdo sdo revelados
atraves de reacOes caracterizadas por alteragdes cromdticas que ocorrem espontaneamente
ou por adigéio de reagentes.

Os testes de fermentagdo sfo inoculados com um meio enriquecido (API GP
Medium) que reconstituem os substratos de aciicares. A fermentacdo de carboidratos é
detectada por uma mudanga no indicador de pH.

As reagdes sio lidas de acordo com o quadro de leitura do manual do fabricante, € a
identificagdo obtida no catdlogo “Api 20 Strep Analytical Profile Index”.

1.2 . Materiais
Um Kit contém:
25 fitas API 20 STREP
25 caixas para incubacio
25 ampolas de API GP Medium
25 folhas de resposta
e 25 swabs
Produtos adicionais que ndo estdo incluidos no Kit:
® Meio para suspensdo: Suspension Medium, 2 ml
* Reagentes: NIN, VP 1, VP 2, ZYM A, ZYM B
e Padrdo de McFarland
* Pipetas platicas
e Oleo mineral
¢ Catdlogo: Api Staph Analytical Profile Index
¢ Rack para ampolas
¢ Placas de agar-sangue
Equipamentos laboratoriais requeridos:
» Estufa de incubag¢io a 37 °C
* Refrigerador
* Bico de Busen
* Cabine ou jarra de anaerobiose
1.3. Procedimentos para identificagio
Microrganismos sdo cultivados em placas de dgar-sangue por 18-24 horas a 37 °C, em
condigBes aerdbicas on anaerdbicas, de acordo com as melhores condigdes de crescimento
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das amostras. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia € coloragio do
Gram, produgdo de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos permitem a
identificacdio primdria das amostras como cocos Gram-positivos, catalase negativa ¢
anaerdébios facultativos.

Um swab estéril de algodfio &€ utilizado para inoculacio da bactéria no meio para
suspensdo “Suspension Medium” ou em agua destilada estéril, para formar uma suspensdo
bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrfio de McFarland 4.

Cinco mL de 4gua sdo colocados no recipiente de incubag@o para manter a umidade
da atmosfera e a tira do Api Strep € colocada dentro da caixa.

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

Ap6s o perfodo de incubago, sdo adicionados os reagentes VP 1 ¢ VP 2 no teste do
piruvato de sédio (VP); ZYM A e ZYM B no teste de PYRA até LAP, e NIN no teste HIP,
Todas as reagdes séio lidas baseadas em cores que sdo classificadas como reagdes positivas
e negativas. Os resultados sdo colocados em uma folha de resposta, os nimeros
correspondentes as reaglGes positivas sdo somados, € 0s codigos numéricos obtidos
correspondem 2 uma determinada espécie bacteriana e s@o interpretados no catilogo “Api
Strep Analytical Profile Index”.

2. Api Staph

2.1. Descri¢do

Api Staph (# 20 500) é um sistema de identificacdo dos g€neros Staphlococcus ¢
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 incubagio,
ampolas de “Api Staph Medium”, folhas de resultados e um manual do Kit. A identificagio
das amostras pode ser interpretada no catdlogo “Api Staph Analytical Profile Index”
{bioMeriéux, ref. 20 590).

2.2 Materiais
Produtos adicionais que nédo estiio incluidos no Kit:
eReagentes: VP 1, VP2, NIT |, NIT 2, ZYM A, ZYM B
& Padrio de McFarland
sPipetas platicas
*Swabs estéreis
¢ Oleo mineral
¢ Catdlogo: Api Staph Analytical Profile Index
2.3. Procedimentos para identificacéo
Microrganismos sdo cultivados em placas de dgar-sangue por 18-24 horas a 37 °C. a
cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloragdo do Gram, produgio
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de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos permitem a identificagfo primaria
das amostras como cocos Gram-positivos, catalase positiva e aerébios ou anaerdbios
facultativos.

Um swab estéril de algoddo € utilizado para inoculagdo da bactéria no meio lliquido
“Api Staph Medium” para formar uma snspensido bacteriana homogénea com a turbidez
equivalente ao padrao de McFarland 0,5.

Cinco mL de dgua sdo colocados no recipiente de incubacfo 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 Staph
com o indculo bacteriano preparado no “Api Staph Medium”, evitando a formagfo de
bolhas. Apés preencher toda a tira, os tubos contento os testes da arginina (ADH) e uréia
(URE) sdo preenchidos com dleo mineral para promover anaerobiose. O recipiente para
incubagfio € tampado, e incubado a 37 °C por 18-24 horas.

Apés o periodo de incubagio, sdo adicionados os reagentes VP 1 ¢ VP 2 no teste do
piruvato de sédio (VP); NIT 1 e NIT 2 no teste do nitrato de potdssio (NIT); e ZYM A e
ZYM B no teste do dcido B-nafttil fosfato (PAL). Todas as reagdes sdo lidas baseadas em
cores que sdo classificadas como reagdes positivas e negativas. Os resultados sdo colocados
em uma folha de resposta, os mimeros correspondentes as reagdes positivas sdo somados, €
os cddigos numéricos obtidos correspondem a uma determinada espécie bacteriana ¢ séo
interpretados no catdlogo “Api Staph Analytical Profile Index”.

3. Rapid ID 32 A

3.1. Descric¢do

Rapid ID 32 A & um sistema de identificacdo para anaerébios utilizando testes
enzimdticos estandardizados ¢ em miniauturas. Cada Kit contém 235 fitas, recipientes para
incubagdo, folhas de resultados e um manual do Kit. Cada fita consiste de 32 ciipulas, 29
das quais sfio utilizadas para testes ¢ contém substratos desidratados. Apds o periodo de
incubagfio de 4 horas, as reagSes podem ser lidas visualmente, e a identificacdo obtida
usando o catdlogo “Rapid ID 32 A Analytical Profile Index.”

3.2. Materiais
Produtos adicionais que ndo estdo incluidos no Kit:
Meio para suspensdo: Suspension Medium, 2 ml
Reagentes: JAMES, NIT 1, NIT 2, FB
Padrdo de McFarland
Pipetas
Swabs estéreis
Oleo mineral
Catalogo: Rapid ID 32 A Analytical Profile Index
Placas de dgar-sangue com suplementos para o crescimento de bactérias anaerébias.
Equipamentos laboratoriais requeridos:
e Estufa de incubagfo a 37 °C
¢ Refrigerador
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¢ Bico de Busen
¢ Cabine ou jarra de anaerobiose

3.3. Procedimentos para identificacio

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 coloracéo do Gram, produgfo de catalase e
requerimento gasoso.

Um swab estéril de algoddo é utilizado para inoculagdo da bactéria no meio lliquido
“Suspension Medium” ou em 4gua destilada estéril para formar nma suspensdo bacteriana
homogénea com a turbidez equivalente ao padriio de McFarland 4,0.

Uma pipeta estéril € entdo utilizada para preencher as cdpulas com o indculo
bacteriano preparado no “Suspension Medium”. Duas gotas de 6lec mineral sdo
adicionadas a cipula URE (1.0). O recipiente para incubagfio € tampado, e incubado a 37 °C
anaerobicamete por 4 horas.

Ap6s o periodo de incubag@o, sdo adicionados os reagentes NIT 1 € NIT 2 no teste do
NIT (cipula 0.0) para verificar a reducéo de nitratos; JAMES no teste IND (cipula0.1) para
verificar a producdo de indol; € FB nos testes de PAL a SerA (ciipula 0.2 a 0.E). Todas as
reagOes sdo lidas baseadas em cores que sdo classificadas como reagdes positivas e
negativas, Os resultados sdo colocados em uma folha de resposta, os nimeros
correspondentes as reagdes positivas sio somados, € os cddigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sdo interpretados no catdlogo “Rapid
ID 32 A Analytical Profile Index™.

4. RapID NH

3.1 Descrigao:

O sistema RapID NH (# 1-1001), € um método miniaturizado qualitativo empregado
para identificacio de espécies clinicamente significantes de Neisseria e Haemophilus,
Eikeneila e Actinobacillus, através de substratos convencional e cromogénico.

Cada “kit” consiste de 20 recipientes para testes de RapID NH, blocos de anotagdes
para os resultados e um manual de instrugdes.

O recipiente para teste do RapID NH contém 10 cavidades para reactes (com enzimas
.dehidratadas), que proporciona 12 “scores” para os testes, € se necessirio, um décimo
terceiro “score” dew teste (NO,). As cavidades de teste 8, 9 e 10 séo bifuncionais contendo
2 testes diferentes na mesma cavidade. O primeiro teste € obtido sem adi¢do do reagente,
fornecendo o primeiro resultado. Na mesma cavidade € adicionado o reagentew que fornece
o segundo resultado. Os testes bifuncionais sao distintos ¢ ndo necessariamente relatados,

Apds 4 horas de incubagdo, as reagGes sdo obtidas através da leitura visual.
Identificacdes sdo realizadas usando cada “score” de teste individual, em conjunto com as
informagdes obtidas através da morfologia da coldnia, coloragio de Gram, producio de
catalase ¢ requerimento gasoso. O resultado padrio do “score” positivo e negativo € usado
como base para identificacio do teste isolado pela comparac@o dos resultados obtidos com
com o resultado padrdo que é encontrado no manual de dados (RapID NH System Code
Compendium).
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O recipiente de teste RapID NH e reagentes devem ser estocados a 2-10° C. O flaido
parsa inocnlagdo RapID (RapID Inoculation Fluid), deve ser estocado a 15-30° C , na
embalagem original.

5.2 Materiais:
a)25 tubos fechados contendo em cada | mL de fluido de inoculagdo RaplD (#25-102)

L0 L0 U USRS UU PO TUOUOUTODTOPURPURPRRPPN | v {4
ALUA AEIONIZAAL ... ceoeeereeconereeeeeeeereveeessevmsenerennssesessessonereen 000 ML
PH: 7,5-9,5.

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

¢) 1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Nitrate Reagent A (#30-9003).
d) 1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Nitrate Reagent B (#30-9004).
e) Swabs estéreis.

f) Placas contendo FAA + 5% de sangue de carneiro desfibrinado.

3.3 Procedimentos para identificaggo:

Os organismos sio subcultivados em placas de agar (Columbia) com 5% de sangue
de cavalo por 18-24 horas a 37°C. A pureza da cultura é primariamente checada pela
morfologia da colbnia, coloragiio de Gram, produgéao de catalase e requerimento gasoso,

Um swab de algoddo estéril ¢ usado para inocular as coldnias bacterianas no RapID
Inoculation Fluid, até obter-se uma suspensfo leitosa com turbidez equivalente ao
McFarland 3 (suspensdes preparadas com turbidez inferior ao McFarland 3 podem
comprometer o resultado do teste). A suspensio € agitada no Vortex, devendo ser utilizada
dentro de 15 minutos.

A tampa da cartela € aberta para que seja feita a inoculagfo bacteriana.

Uma pipeta estéril € usada para transferir todo o inéculo preparado (RaplD
Inoculation Fluid + bactérias) para a cartela que contgm as enzimas reagentes. O indculo €
depositado na cipula do canto superior direito. A cartela é fechada novamente e inclinada
para o lado de forma que o indculo seja distribuido uniformemente por todas as ciipulas. A
cartela é em seguida inclinada cerca de 45° para o lado oposto fazendo com que a suspensdo
bacteriana escoe para as cavidades que contém as enzimas reagentes. Volta-se a cartela a
sua posi¢io horizontal. A cartela € entdio incubada em aerobiose a 37°C por 4 horas.

Apds a incubagfio da cartela cada cavidade € examinada quanto & reagfio enzimdtica
observando presenga ou auséncia de coloragio, sendo este o primeiro resultado.

O segundo resultado € obtido apés a adi¢do dos reagentes.

O resultado obtido é comparado com o padrio, que é encontrado no manual de dados.
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