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RESUMO

O presente estudo teve por objetivos: identificar a microbiota de canais
radiculares de dentes com insucesso do tratamento endodontico, e testar, in vitro, a
suscetibilidade de cepas de Enterococcus faecalis a diferentes antibidticos. Sessenta dentes
tratados endodonticamente com lesdes periapicais persistentes foram selecionados para
esse estudo. Durante o retratamento endodontico, o material obturador foi removido e foi
realizada a coleta microbioldgica dos canais radiculares. Foram utilizados meios de
transporte, cultura e incubagdo que propiciam o crescimento de bactérias anaerdbias
estritas. Vinte e uma cepas de Enterococcus faecalis foram testadas quanto a
suscetibilidade aos seguintes antimicrobianos: benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina +
acido clavulanico, clindamicina, eritromicina, azitromicina, vancomicina, cloranfenicol,
tetraciclina, doxiciclina, ciprofloxacino e moxifloxacino. As concentracdes inibitorias
minimas (CIMs) dos agentes antimicrobianos foram determinadas pelo método do E-test.
As cepas também foram testadas quanto a producao de beta-lactamase utilizando nitrocefin.
Microrganismos foram isolados em 51 casos. A maioria dos canais apresentava somente 1
ou 2 espécies bacterianas. Do total de espécies bacterianas isoladas, 57,4% eram bactérias
anaerobias facultativas e 83,3% Gram-positivas. Enterococcus faecalis foi a espécie
bacteriana mais freqiientemente isolada. Bactérias anaerobias estritas representavam
42,6% das espécies e, entre eles, Peptostreptococcus spp. foram os mais isolados.
Associagdes significantes foram encontradas entre dor ou histéria de dor e infecg¢des
anaerobias e polimicrobianas (p<0,05). Todas as cepas de Enterococcus faecalis foram
sensiveis, in vitro, as penicilinas, entretanto as CIMs de amoxicilina e amoxicilina + acido
clavulanico (CIMge= 0,75 pg/ml) foram menores do que as de benzilpenicilina (CIMgy= 3.0
pg/ml). Todas as cepas também foram sensiveis a vancomicina e moxifloxacino, enquanto
95,2% foram sensiveis a cloranfenicol. Entre os isolados, 85,7% foram sensiveis a
tetraciclina e doxiciclina, e 80,9% a ciprofloxacino. As CIMs de eritromicina variaram de
0,38 a >256 pg/ml, com apenas 28,5% das cepas sensiveis (CIM <0.5 pg/ml).
Suscetibilidade limitada também foi verificada com azitromicina, que foi ativa contra
somente 14,2% dos isolados. Nenhuma cepa produziu beta-lactamase. Concluimos que a
microbiota dos canais de dentes tratados endodonticamente ¢ composta por um numero
limitado de espécies microbianas, predominantemente Gram-positivas. Anaerdbios
facultativos, especialmente Enterococcus faecalis, s30 0s microrganismos mais comumente
isolados, entretanto, infec¢des polimicrobianas e anaerdbios estritos sdo freqlientemente
encontrados em canais de dentes tratados endodonticamente com sintomatologia clinica. As
cepas de Enterococcus faecalis foram sensiveis, in vitro, a amoxicilina, amoxicilina
associada ao acido clavulanico, vancomicina ¢ moxifloxacino. A maioria dos isolados foi
sensivel aos antibidticos: cloranfenicol, tetraciclina, doxiciclina, ou ciprofloxacino.
Eritromicina e azitromicina foram menos eficazes.

Palavras-Chave: endodontia, bactéria, Enterococcus faecalis, testes de sensibilidade
bacteriana






ABSTRACT

The objectives of the present study were to identify the microbial flora within
root canals of teeth with failed root canal treatment, and to test, in vitro, the susceptibility
of Enterococcus faecalis isolates. Sixty root-filled teeth with persisting periapical lesions
were selected for this study. During nonsurgical endodontic re-treatment, the root-filling
material was removed and the canals were sampled. Microbial sampling, isolation and
species determination were performed using advanced microbiologic techniques for
anaerobic species. Additionally, 21 Enterococcus faecalis isolates were tested for their
antibiotic susceptibilities to benzylpenicillin, amoxicillin, amoxicillin-clavulanic acid,
erythromycin, azithromycin, vancomycin, chloramphenicol, tetracycline, doxycycline,
ciprofloxacin and moxifloxacin. Minimal inhibitory concentrations (MICs) for the
antimicrobial agents were determined using the E-test System. The strains were also tested
for B-lactamase production with nitrocefin. Microorganisms were recovered from 51 teeth.
In most cases, one or two strains per canal were found. Of the microbial species isolated,
57.4% were facultative anaerobic species and 83.3% Gram-positive microorganisms.
Enterococcus faecalis was the bacterial species most frequently recovered. Obligate
anaerobes accounted for 42.6% of the species and the most frequently isolated genera was
Peptostreptococcus. Significant associations were observed between pain or history of pain
and polymicrobial infections or anaerobes (p<0.05). All Enterococcus faecalis strains were
susceptible to penicillins in vitro, however, the MICs of amoxicillin and amoxicillin-
clavulanic acid (MICyp= 0.75 pg/ml) were lower than for benzylpenicillin (MICy= 3.0
pg/ml). All strains studied were also susceptible to vancomycin and moxifloxacin, while
95.2% were susceptible to chloramphenicol. Among the isolates, 85.7% were susceptible to
tetracycline and doxycycline, and 80.9% to ciprofloxacin. The MIC of erythromycin ranged
from 0.38 to >256 pg/ml; only 28.5% of the strains were susceptible (MIC <0.5 pg/ml).
Limited susceptibility was also observed with azithromycin which was active against only
14.2% of isolates. No strains produced B-lactamase. Therefore, it was concluded that the
microbial flora in canals after failure of root canal treatment were limited to a small number
of predominantly Gram-positive microbial species. Facultative anaerobes, especially
Enterococcus faecalis, were the most commonly isolated microorganisms, however,
polymicrobial infections and obligate anaerobes were frequently found in canals of
symptomatic root-filled teeth. Enterococcus faecalis isolates were completely susceptible,
in vitro, to amoxicillin, amoxicillin-clavulanic acid, vancomycin, and moxifloxacin. Most
isolates were susceptible to chloramphenicol, tetracycline, doxycycline, or ciprofloxacin.
Erythromycin and azithromycin were least effective.

Key words: endodontics, bacteria, Enterococcus faecalis, antimicrobial susceptibility






1. INTRODUCAO

Bactérias desempenham um papel fundamental na etiopatogenia das alteragdes
pulpares e periapicais (KAKEHASHI et al., 1965; MOLLER et al., 1981; TAKAHASHI,
1998). O tratamento endoddntico tem como principal objetivo a méxima eliminagdo de
bactérias do sistema de canais radiculares. A eliminacdo da infeccdo do canal radicular
propicia um ambiente favoravel ao reparo das lesdes periapicais, enquanto a persisténcia de
microrganismos exerce um papel significante nas falhas do tratamento endoddntico

(SJOGREN et al., 1997).

Embora muitos fatores de ordem técnica possam estar envolvidos, as bactérias
persistentes apds o tratamento endoddntico que se proliferam no canal radicular, ou aquelas
que contaminam o canal apds o tratamento endodontico através das infiltragdes coronarias,
sdo os principais responsaveis pelo fracasso do tratamento endodontico (LIN et al., 1991,
1992; DAHLEN & MOLLER, 1992; CHEUNG, 1996; SIQUEIRA & LOPES, 1999;
SIQUEIRA, 2001).

O insucesso do tratamento endodontico ¢ determinado clinicamente baseado em
acompanhamento radiografico; surgimento, persisténcia ou aumento de uma lesdo
periapical; e em sinais e sintomas do dente tratado endodonticamente (STRINDBERG,
1956). Um acompanhamento por um periodo de no minimo 4 anos seria considerado
desejavel (STRINDBERG, 1956; ENGSTROM et al., 1964; SIOGREN et al., 1997). Para
resolugdo dos casos de insucesso existem duas modalidades de tratamento: o retratamento
endododntico e a cirurgia apical. O retratamento endodontico €, 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 ou nao foi possivel de ser
realizado (FRIEDMAN & STABHOLTZ, 1986; HEPWORTH & FRIEDMAN, 1997;
BRIGGS & SCOTT, 1997).



ALLEN et al. (1989) e HEPWORTH & FRIEDMAN (1997), analisando o
sucesso do retratamento endodontico, encontraram uma taxa de aproximadamente 66%.
Esse indice se apresenta modesto quando comparado com a alta taxa de sucesso do
tratamento endodontico - 85% a 96% (SWARTZ et al., 1983; SJIOGREN et al., 1990;
SMITH et al., 1993). O menor indice de sucesso do retratamento endodontico pode indicar,
além de dificuldades técnicas devido a fatores iatrogénicos do tratamento anterior, uma
dificuldade na elimina¢do da microbiota do canal radicular de dentes com insucessos do

tratamento endodontico (MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al., 1998).

Informagdes sobre a natureza das infeccdes dos canais radiculares de dentes
com tratamento endoddntico prévio associados a lesdes periapicais tém aumentado nos
ultimos 6 anos (MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al., 1998; PECIULIENE et al.,
2000, 2001; HANCOCK et al., 2001; CHEUNG & HO, 2001; ROLPH et al., 2001; EGAN
et al., 2002; PINHEIRO et al., 2003; GOMES et al., 2004; SIQUEIRA & ROCAS, 2004;
ROCAS et al., 2004; ADIB et al. 2004; GOMES et al. in press). A maioria dos estudos
mostra que a microbiota de canais com insucesso do tratamento endodontico difere daquela
encontrada normalmente em dentes necrosados e ndo tratados, tanto quantitativamente
quanto qualitativamente, sendo caracterizada por um nimero limitado de microrganismos,
com predominancia de Gram-positivos. Enterococcus faecalis € a espécie bacteriana mais
freqlientemente isolada, com prevaléncia variando entre 29% e 77% dos canais radiculares

de dentes com insucesso endodontico.

Os insucessos dos tratamentos endodonticos sdo, em sua maioria, resultados de
infeccdes intra-radiculares e encontram-se geralmente associados a lesdes periapicais
cronicas. Portanto, o uso de antibioticos sistémicos ndo ¢ indicado para o tratamento desses
casos. Entretanto, a utilizacdo dos mesmos pode estar indicada na profilaxia antibiotica em

casos de risco de desenvolvimento de endocardite bacteriana durante o retratamento



endodontico (ABBOTT et al., 1990). Nesses casos a terapia deve ser direcionada contra os

principais patdgenos.

Enterococos possuem mecanismos que conferem resisténcia a uma variedade de
antibioticos, incluindo penicilina, a droga de escolha (HOELLMAN et al., 1998;
SHEPARD & GILMORE, 2002). Esses microrganismos apresentam resisténcia intrinseca a
certos antibidticos como a cefalosporina, clindamicina e aminoglicosideos (MURRAY,
1990; MORRISON et al., 1997). Além da resisténcia intrinseca, enterococos t€ém adquirido
determinantes genéticos que conferem resisténcia a varias classes de antibioticos, incluindo
tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, e, mais recentemente, vancomicina (MURRAY,

1990; MORRISON et al., 1997; MUNDY et al., 2000; SHEPARD & GILMORE, 2002).

Cepas clinicas de Enterococcus faecalis isoladas de infec¢des endodonticas tém
demonstrado resisténcia bacteriana ao regime terapéutico convencional recomendado para
procedimentos odontologicos. DAHLEN 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,
aminoglicosideos e tetraciclina. PINHEIRO et al. (2003) encontraram cepas de
Enterococcus faecalis resistentes aos macrolideos: eritromicina e azitromicina. Portanto,
muitos antibidticos, tradicionalmente utilizados nas infec¢des odontogé€nicas, podem ser
ineficazes contra Enterococcus faecalis, e informagdes sobre drogas alternativas se tornam

necessarias.

O presente estudo teve por objetivos identificar a microbiota de canais
radiculares de dentes com insucesso do tratamento endodontico, e testar, in vitro, a

suscetibilidade de cepas de Enterococcus faecalis a diferentes antibidticos.






2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ETIOLOGIA DO INSUCESSO ENDODONTICO

O objetivo do tratamento endoddntico ¢ a diminui¢do da infecgdo, através do
preparo quimico-mecanico e obturacdo dos canais radiculares, propiciando um ambiente
favoravel a manutencdo da saude periapical ou ao reparo de lesdes periapicais pré-
existentes. Na maioria dos casos em que o tratamento endoddntico fracassa, o insucesso
ocorre devido a procedimentos insatisfatorios de controle e eliminagdo da infec¢do (NAIR
et al., 1999). Problemas comuns que podem levar ao fracasso da terapia endodontica
incluem a falta de controle asséptico durante o tratamento, acesso incorreto a cavidade
pulpar, canais ndo detectados, falhas na instrumentagdo, obturagdes inadequadas, e
restauragdes corondrias insatisfatorias ou ausentes apos o tratamento endoddntico

(CHEUNG, 1996).

SMITH et al. (1993) ressaltaram a influéncia dos fatores técnicos, como o nivel
da obturagdo, na taxa de sucesso do tratamento endoddntico. Os autores encontraram que os
canais com sobre-extensoes e obturacdes incompletas apresentavam um maior indice de
insucesso quando comparado com aqueles obturados a 2mm do 4apice radiografico.
Entretanto esses fatores s6 foram determinantes de insucesso em canais com polpas

necrosadas e lesdes periapicais.

SJOGREN et al. (1990) relataram que o nivel da instrumentacdo e obturagio
dos canais radiculares apresentou uma influéncia significante no progndstico do tratamento
endodontico de dentes com polpas necrosadas e lesdes 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 viaveis no
sistema de canais radiculares, podem ser criticos no progndstico de dentes tratados

endodonticamente.



Segundo DAHLEN & MOLLER (1992), as falhas técnicas do tratamento
endoddntico ndo podem, por si sO, causar ou manter a inflamagao periapical. Entretanto,
obturag¢do incompleta do canal radicular deixa um espago na regido apical, favorecendo a
persisténcia de microrganismos e seus produtos, que causam danos aos tecidos periapicais.
Além desse fator, uma obturacdo incompleta resulta muitas vezes de uma instrumentagao
inadequada, o que proporciona a manutencdo de restos necroticos e bactérias no canal

radicular.

GUTIERREZ et al. (1999), através da anélise, em microscopia eletronica de
varredura, de dentes com lesdes periapicais e limas endodonticas ultrapassando o apice ou
canais sobre-obturados, demonstraram a presenga de bactérias nas espirais das limas que
ultrapassavam o forame apical, e principalmente na superficie radicular ao redor do forame
principal, firmemente aderidas em lacunas de reabsorc¢ao 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 4pice, ou no cone de guta-percha extruido

além do apice.

Casos de acidentes, como desvios, degraus, perfuragdes, instrumentos
fraturados e sobre-obturacdes, usualmente resultam em fracasso quando associados a um

processo infeccioso (SIQUEIRA & LOPES, 1999).

Estudos demonstram que as bactérias e seus produtos sdo os principais
responsaveis pelo insucesso do tratamento endodontico (MALOOLEY et al., 1979; PITT
FORD, 1982; LIN et al, 1991, 1992). Embora fatores ndo-microbianos possam afetar
adversamente o prognostico do tratamento endodontico (NAIR etz al., 1990b, 1993, 1999), a
literatura sugere que infec¢des intra-radiculares persistentes ou infec¢des secunddrias sao

as principais causas do insucesso endodontico (SIQUEIRA, 2001).

10



LIN et al (1991) estudaram, clinicamente, radiograficamente e
histobacteriologicamente, 150 casos com insucesso do tratamento endodontico, e
detectaram bactérias em 69% dos dentes, presentes principalmente no interior dos canais

radiculares, estando relacionadas com a severidade da inflamacao periapical.

LIN et al. (1992), analisando os fatores associados ao fracasso do tratamento
endodontico de 236 dentes através da andlise clinica, radiografica e histobacterioldgica,
detectaram a presenga de bactérias nos canais radiculares em 67% dos casos. Os autores
relataram que a persisténcia da infec¢do bacteriana no sistema de canais radiculares, ¢ a
presenca pré-operatoria de uma lesdo periapical, constituiam os principais fatores
associados ao insucesso endodontico. A extensdo apical da obturagdo do canal radicular,
isto €, sobre-obturado ou sub-obturado, parecia ndo haver correlacdo com os fracassos do

tratamento endodontico.

Os microrganismos presentes nos canais de dentes tratados endodonticamente
que fracassaram podem ser derivados de microrganismos presentes originalmente no canal
radicular infectado (FUKUSHIMA et al., 1990; SIOGREN et al., 1997), ou introduzidos no
canal por procedimentos inadequados durante o tratamento endoddntico (SIREN et al.,
1997), ou ainda, microrganismos que penetraram no canal através de um selamento

coronario defeituoso (CHEUNG, 1996).

FUKUSHIMA et al. (1990) estudaram as bactérias presentes em dentes tratados
endodonticamente com lesdes periapicais, as quais eram consideradas lesdes fechadas, por
ndo apresentarem o canal radicular exposto ao meio bucal. Foram utilizados 21 dentes
extraidos, cujos apices radiculares foram examinados através da microscopia eletronica de
varredura e através de coletas microbiologicas. Bactérias foram isoladas em 60% das
coletas, e, através da microscopia eletronica de varredura, estavam localizadas entre o

término do material obturador e o forame apical. Os autores sugeriram que, devido a
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auséncia de contato com a microbiota oral, as bactérias isoladas eram derivadas de

microrganismos que colonizaram o canal antes ou durante o tratamento endodontico.

SJOGREN et al. (1997) estudaram a relagdo entre a presenca de bactérias no
canal radicular no momento da obturacao e o sucesso do tratamento endoddntico em 55
dentes com periodontite apical. Os dentes com cultura negativa apos a instrumentacao
apresentaram sucesso em 94% dos casos, enquanto nos dentes com cultura positiva, o
sucesso era de apenas 68%. Os autores ressaltaram que essas bactérias resistentes ao
preparo quimico-mecanico, se permanecerem  vidveis, podem manter a inflamacao

periapical, sendo um importante fator no insucesso do tratamento endodontico.

Mesmo em casos de canais radiculares aparentemente bem tratados, baseados
nos achados radiograficos, algumas bactérias podem permanecer vivas, devido a
complexidade anatomica do sistema de canais radiculares (IDA & GUTMANN, 1995).
Bactérias presentes em regides de istmos, ramificagdes, reentrancias, tubulos dentinarios,
reabsorgdes apicais externas, podem ndo ser afetadas pelas medidas usadas no controle de

infeccdo endodontica (NAIR 1987; NAIR et al., 1990a, 1999).

NAIR et al. (1990a) detectaram a presenca de bactérias e fungos nos canais
radiculares de dentes tratados endodonticamente com lesdes periapicais que nao
desapareceram apos o tratamento endodontico. Os autores analisaram 9 dentes utilizando a
microscopia optica e eletronica de transmissao, e verificaram a presenga 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 laterais ndo obturados
que apresentavam comunicagdo com o forame apical, e entre o material obturador e as
paredes dentinarias dos canais radiculares. Os resultados sugeriram que a maioria dos
dentes tratados endodonticamente associados a lesdes periapicais pode conter
microrganismos persistentes, que podem desempenhar um papel significante do fracasso do

tratamento endodontico.
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Além dos problemas anatdmicos, que consistem em 4reas inacessiveis a
instrumentagao, o fracasso endodontico pode advir da resisténcia de determinadas bactérias
aos métodos quimicos e mecanicos utilizados na terapia endodontica convencional.
GOMES et al. (1996b) estudaram a suscetibilidade da microbiota dos canais radiculares
aos procedimentos quimico-mecanicos, e relataram que a terapia endoddntica nao foi capaz
de eliminar completamente as bactérias do sistema de canais radiculares, apresentando
algumas espécies mais resistentes ao preparo quimico-mecanico do que outras, como por
exemplo, Enterococcus faecalis, Propionibacterium acnes, Streptococcus Spp. €

Lactobacillus spp.

Microrganismos sobreviventes as medidas de desinfec¢do podem morrer ou
manterem-se viaveis, dependendo da quantidade de nutrientes disponiveis e da capacidade
de sobreviver em condic¢des de caréncia nutricional. Os microrganismos que permaneceram
vidveis somente resultardo em fracasso se tiverem acesso aos tecidos periapicais, se forem
patogénicos e se estiverem em numero suficiente para induzir ou perpetuar uma lesdo

periapical (GOMES, 1995; GOMES et al., 1996b; LOPES et al., 1999; SIQUEIRA, 2001).

Algumas bactérias t€ém sido relacionadas a infecgdes endodonticas persistentes
apOs o preparo quimico-mecanico, sendo Enterococcus faecalis freqiientemente isolados
desses canais radiculares (BENDER & SELTZER, 1952; ENGSTROM, 1964; GOLDMAN
& PEARSON, 1969; CAVALLERI et al., 1989; GOMES et al., 1996b; CHAVEZ DE PAZ,
2003). CHAVEZ DE PAZ (2003) relataram a prevaléncia de bactérias Gram-positivas apos
o preparo quimico-mecanico (85%), e a presenca de outras espécies além dos Enterococcus
spp., especialmente Lactobacillus spp. e Streptococcus spp. Bacilos entéricos Gram-
negativos, incluindo espécies de Enterobacter clocae e Klebsiella pneumoniae
(HAAPASALO et al., 1983), espécies de Pseudomonas aeruginosa (RANTA et al., 1988)

e fungos (WALTIMO et al., 1997) foram isolados em casos de infecgdes que ndo
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responderam adequadamente aos procedimentos quimico-mecanico durante o tratamento

endodontico convencional, geralmente com persisténcia de exsudato e dor a percussao.

Segundo SIREN et al. (1997), as bactérias entéricas ndo estdo presentes
comumente na microbiota de canais radiculares infectados, ¢ podem entrar no canal
radicular durante o tratamento endodontico devido a um isolamento inadequado do campo
de trabalho, a uma infiltracao pelo material restaurador temporario, ou quando um canal ¢
deixado aberto para drenagem. Com o objetivo de estudar a relagdo entre os procedimentos
clinicos e a presenga de bactérias entéricas facultativas, os autores realizaram coletas
microbioldgicas dos canais radiculares durante diferentes procedimentos ao longo do
tratamento endodontico. Os resultados demonstraram que Enterococcus faecalis, outras
bactérias entéricas facultativas (Enterobacter spp. € Klebsiella spp.) € Pseudomonas spp.
foram encontradas mais freqlientemente em casos onde os canais radiculares ndo foram
selados em algum ponto do tratamento endoddntico, ou em casos com grande nimero de
sessoes. Enterococcus faecalis foi a espécie mais freqiientemente isolada. Os autores
enfatizaram a importancia do controle da cadeia asséptica durante a terapia endodontica no

prognostico do tratamento.

O insucesso do tratamento endoddntico também tem sido relacionado a
auséncia de um selamento coronario adequado apds o tratamento endodontico (SWARTZ
et al.,1983; RAY & TROPE,1995; HELING et al.,2002). Trabalhos demonstram que
bactérias e seus produtos podem penetrar nas falhas marginais de uma restauragdo
defeituosa e na interface entre o material obturador e o canal radicular, e atingir a regiao

periapical (TORABINEJAD et al., 1990; MAGURA et al., 1991; ALVES et al., 1996).

ADIB et al. (2004) estudaram a microbiota de canais radiculares de dentes
tratados endodonticamente associados a lesdes periapicais persistentes e infiltragdes
coronarias. Oito dentes extraidos, foram seccionados transversalmente em 3 partes: a coroa

e dois segmentos da raiz (coronario e apical), que foram coletados individualmente.
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Microrganismos foram isolados de todos os casos, com um total de 252 cepas. A grande
quantidade de microrganismos isolados nos canais radiculares, se deve, segundo os autores,
ao fato de todas as amostras apresentarem infiltragdes corondrias e, também, a sensibilidade
da técnica de coleta e cultura utilizadas. O maior nimero de cepas foi encontrado em casos
com infiltragdes corondrias e obturagdes endodonticas de ma qualidade. A porcao corondria
apresentava uma diversidade bacteriana maior ou igual a 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 obtengdo do sucesso endodontico.
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2.2. MICROBIOTA DE CANAIS RADICULARES DE DENTES TRATADOS
ENDODONTICAMENTE ASSOCIADOS A LESOES PERIAPICAIS
PERSISTENTES

Informagdes sobre a natureza das infeccdes dos canais radiculares de dentes
com tratamento endoddntico prévio associados a lesdes periapicais tém aumentado nos
ultimos 6 anos (MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al., 1998; PECIULIENE et al.,
2000, 2001; HANCOCK et al., 2001; CHEUNG & HO, 2001; ROLPH et al., 2001; EGAN
et al., 2002; SIQUEIRA & ROCAS, 2004; ROCAS et al., 2004; ADIB et al. 2004).
Estudos iniciais (MOLLER, 1966; MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al., 1998)
revelaram que a microbiota de canais radiculares de dentes com fracasso do tratamento
endodontico era diferente daquela encontrada em canais radiculares de dentes com polpas
necrosadas e ndo tratados endodonticamente. Esses dados foram confirmados,
posteriormente, pela maioria dos estudos da microbiota de canais radiculares de dentes com

insucesso do tratamento endodontico.

Varios estudos t€ém demonstrado que a infeccdo de canais radiculares com
polpas necrosadas e ndo-tratados, caracteriza-se pela presenca de uma microbiota mista e
polimicrobiana, comumente em combinagdes de 4 a 7 espécies, predominantemente
anaerdbia estrita, com um relativo equilibrio entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Espécies bacterianas pertencentes ao género Fusobacterium, Prevotella,
Porphyromonas, Peptostreptococcus ¢ Eubacterium sdo freqiientemente cultivadas de
canais radiculares infectados (SUNDQVIST et al., 1989, SUNDQVIST 1992a,b;
BAUMGARTNER, 1991; BAUMGARTNER & FALKER, 1991; SATO et al., 1993;
GOMES, 1995; GOMES et al., 1994, 1996a,b,c, 2004; SOUSA et al., 2003; JACINTO et
al.,2003).

MOLLER (1966), realizando um estudo microbiologico de 654 canais

radiculares de dentes com polpas vitais, polpas necroticas e com tratamento endodontico
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prévio associado a lesdes periapicais, relatou que a microbiota de canais radiculares de
dentes com fracasso da terapia endodontica era composta por um nimero menor de
microrganismos quando comparada aos dentes com polpas necroéticas, apresentando uma
média de 1,6 espécie bacteriana por canal. Dos 264 dentes estudados com tratamento
endodontico prévio, 120 (45,5%) apresentaram culturas positivas. Os autores relataram que
havia um equilibrio entre as bactérias anaerdbias facultativas e estritas, e um predominio de
bactérias Gram-positivas, compreendendo 80% dos isolados. Espécies dos géneros
Streptococcus, Enterococcus, Peptostreptococcus, Lactobacillus ¢ Eubacterium foram
isoladas freqiientemente; enquanto Prevotella € Fusobacterium foram menos freqiientes.

Enterococcus faecalis foi isolado em 29% dos casos que apresentavam culturas positivas.

ENGSTROM (1964), investigando a presenca de Enterococcus spp. nas
infecgdes endododnticas, verificou que estavam presentes em 20,9% das amostras de dentes
com tratamento endoddntico 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 terapéutica

endodontica.

Espécies de Enterococcus pertenciam anteriormente ao género Streptococcus,
classificadas como estreptococos do Grupo D de Lancefield. Trabalhos da década de 60 e
70 (MOLLER, 1966; MIRANDA, 1969; NORD & WADSROM, 1973; HEINTZ et al.,
1975) referiam-se a espécies de Streptococcus faecalis, que atualmente sdo denominadas

Enterococcus faecalis (ROSAN, 1997).

GOMES et al. (1996a) realizaram coletas microbiologicas de 70 canais
infectados, dos quais, 21 apresentavam tratamento endoddntico prévio e, em sua maioria,
com presenca de dor. Propionibacterium foi o género mais freqiientemente isolado nos

canais com tratamento endodontico prévio. Entretanto, espécies anaerobias pertencentes ao
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género Prevotella, Peptostreptococcus, assim como espécies facultativas como

Streptococcus, Lactobacillus e Actinomyces, também foram isoladas.

MOLANDER et al. (1998) analisaram o estado microbioldgico de 100 dentes
tratados endodonticamente com periodontite apical visivel radiograficamente. Os dentes
estudados apresentavam-se assintomaticos, € com a obturagdo do canal apresentando uma
distancia méxima de 5 mm aquém do apice radiografico. A remog¢ao do material obturador
foi realizada utilizando brocas de Gates-Glidden e limas endodoénticas, € em 21 casos, foi
utilizado cloroformio como material solvente da guta-percha. Os resultados mostraram que
bactérias 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 cepas
microbianas foi isolado, com 114 bactérias e 3 fungos. A maioria dos canais continha uma
ou duas espécies bacterianas (85% dos casos). As bactérias anaerobias facultativas Gram-
positivas predominaram, constituindo 69% das espécies isoladas. Os microrganismos
isolados foram: Enterococcus spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Staphylococcus
spp., Peptostreptococcus spp., Actinomyces spp., bacilos Gram-positivos anaerobios,
bacilos Gram-negativos facultativos, Veillonella spp., Fusobacterium spp., Prevotella spp.
e Candida spp. Enterococcus foi o género bacteriano mais freqiientemente 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.

SUNDQVIST et al. (1998) realizaram coletas microbiologicas de 54 dentes
tratados endodonticamente, assintomaticos, e com lesdes periapicais visiveis
radiograficamente. Todos os dentes, com excecdo de 1 com obturacdo defeituosa,
apresentavam a obtura¢do dos canais com um padrdo radiografico razoavel. A técnica do

retratamento foi realizada sem o uso de solventes da guta-percha. O crescimento bacteriano
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foi detectado em 24 casos, sendo caracterizado por monoinfec¢des de microrganismos
predominantemente Gram-positivos (87% das bactérias isoladas), com proporgdes
aproximadamente iguais de bactérias anaerobias facultativas (58%) e estritas (42%). Os
géneros isolados foram: Enterococcus, Streptococcus, Peptostreptococcus, Actinomyces,
Eubacterium, Propionibacterium, Fusobacterium e Bacteroides. Candida spp. foi detectada
em 2 casos. Enterococcus faecalis foi a espécie bacteriana mais freqiiente, isolada em 38%

dos canais radiculares que apresentavam presenga de bactérias.

PECIULIENE et al. (2000) investigaram a ocorréncia de Enterococcus faecalis
em 25 dentes tratados endodonticamente, assintomaticos, € com periodontites apicais
visiveis radiograficamente. Microrganismos foram detectados em 20 dentes, e
Enterococcus faecalis  estava presente em 70% dos casos com culturas positivas,

geralmente em cultura pura ou como o principal componente da microbiota.

PECIULIENE et al. (2001) investigaram a ocorréncia de fungos, bacilos
entéricos Gram-negativos e Enterococcus spp. em 40 dentes tratados endodonticamente,
assintomaticos, € com periodontites apicais visiveis radiograficamente. Microrganismos
foram detectados em 33 dos 40 dentes. Fungos estavam presentes em 6 canais (18% das
culturas positivas) e foram identificados como Candida albicans em todos os casos. Bacilos
entéricos Gram-negativos estavam presentes em 3 casos: Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae € Escherichia coli. Enterococcus spp. estavam presentes em 21 canais (64%
das culturas positivas), sendo o principal ou o inico componente da microbiota em 19

casos. Todas as cepas foram identificadas como Enterococcus faecalis.

HANCOCK et al. (2001) estudaram a composi¢do da microbiota presente em
54 dentes com insucesso do tratamento endoddntico. O crescimento bacteriano foi
detectado em 34 casos. A microbiota era composta principalmente por 1 ou 2 espécies de
microrganismos predominantemente Gram-positivos (80,4%). Os géneros mais isolados

foram: Enterococcus, Peptostreptococcus, Actinomyces e Streptococcus. Candida albicans
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foi detectada em 1 caso. Enterococcus faecalis foi a espécie bacteriana mais freqiiente,

isolada em 30% dos canais radiculares que apresentavam presenca de bactérias.

CHEUNG & HO (2001) investigaram a microbiota de canais radiculares de
dentes tratados endodonticamente associados a lesdes periapicais cronicas. Dezoito dentes,
previamente obturados com guta-percha, foram analisados, e 12 (66,7%) apresentaram
crescimento bacteriano. Cocos Gram-positivos anaerobios facultativos foram os
microrganismos mais freqiientemente isolados, especialmente os géneros Staphylococcus e

Streptococcus. Enterococcus spp. nao foram isolados nesse estudo.

EGAN er al. (2002) investigaram a ocorréncia de fungos em infecgdes
endododnticas. Fungos estavam presentes em 6/60 canais radiculares. Dos casos positivos, 2
eram dentes infectados e ndo tratados (de um total de 35), enquanto 4 eram casos de dentes

tratados endodonticamente associados a lesdes periapicais (de um total de 25).

PINHEIRO et al. (2003) realizaram um estudo bacteriolégico de 30 canais de
dentes com insucesso do tratamento endoddntico. Os autores relataram que a microbiota era
formada, em sua maioria, por monoinfec¢des, composta por bactérias anaerdbias
facultativas, predominantemente = Gram-positivas, representadas pelos  géneros
Enterococcus e Streptococcus, e, em segundo plano, por bactérias anaerdbias estritas, em
especial as do género Peptostreptococcus. Foram ainda isoladas bactérias dos géneros
Actinomyces, Prevotella, Staphylococcus, Gemella, Fusobacterium, Veillonella,
Lactobacillus, Propionibacterium ¢ Haemophilus. Candida spp. foi isolada em 1 caso.
Enterococcus faecalis foi a espécie bacteriana mais freqiiente, isolada em 45,8% dos canais

radiculares que apresentavam presenca de bactérias.
GOMES et al. (2004), realizando um estudo microbiologico de 60 canais

radiculares de dentes com polpas necrdticas e com tratamento endoddntico prévio

associado a lesdes periapicais, encontraram uma associagdo entre os casos de insucesso
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endodontico e espécies dos géneros Enterococcus, Streptococcus, Peptostreptococcus €

Fusobacterium.

A maioria dos estudos da microbiota de canais radiculares de dentes com
tratamento endoddntico prévio associados a lesdes periapicais tem sido realizada através da
coleta microbioldgica dos canais radiculares e identificacdo bacteriana pelo método da
cultura (MOLLER, 1966; ENGSTROM, 1964; MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et
al., 1998; PECIULIENE et al., 2000, 2001; HANCOCK et al., 2001; CHEUNG & HO,
2001; PINHEIRO et al., 2003; GOMES et al., 2004). Todos esses estudos apresentaram
uma determinada porcentagem de culturas negativas, refletindo a dificuldade da coleta
microbiologica dos canais radiculares durante o retratamento endodontico (SUNDQVIST et
al., 1998). Nesses casos, um numero de células bacterianas pode ser perdido durante os
procedimentos de remog¢ao do material obturador prévio. Conseqiientemente, o numero de
células coletadas pode estar abaixo do nivel de deteccdo do método da cultura, e a
prevaléncia dos microrganismos presentes nesses casos pode ser subestimada (SIQUEIRA
& ROCAS, 2004). Para superar essas dificuldades inerentes ao método da cultura,
pesquisadores tém utilizado métodos genéticos moleculares, em especial o PCR
(polymerase chain reaction), para identificar bactérias dos canais radiculares de dentes com
tratamento endodéntico prévio (ROLPH er al., 2001; SIQUEIRA & ROCAS, 2004;
ROCAS et al., 2004; GOMES et al. in press). Esses métodos se baseiam na detec¢do do
DNA das espécies bacterianas, sendo, portanto, mais sensiveis do que o método da cultura,
além de poder identificar cepas de cultivo dificil ou até mesmo impossivel (SIQUEIRA &

ROCAS, 2004).

ROLPH et al. (2001) estudaram a microbiota de canais radiculares com polpas
necrosadas e com tratamento endodontico prévio utilizando métodos moleculares e cultura.
Os autores relataram que houve um maior nimero de resultados positivos pelo método do
PCR do que pela cultura, especialmente em casos de retratamento. A analise molecular de 5

casos de infeccoes refratarias revelaram espécies dos géneros Capnocytophaga, Cytophaga,
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Dialister, Eubacterium, Fusobacterium, Gemella, Mogibacterium, Peptostreptococcus,
Prevotella, Propionibacterium, Selenomonas, Solobacterium, Streptococcus € Veillonella.

Enterococos nao foram isolados nos 5 casos estudados.

SIQUEIRA & ROCAS (2003) investigaram a ocorréncia de Propionibacterium
propionicum ¢ Actinomyces radicidentis em infecgdes endodonticas primadrias e
persistentes pelo método do PCR. P. propionicum estava presente em 36% das amostras de
infec¢des primarias, e 58% das amostras de dentes tratados endodonticamente associados a
lesdes periapicais. Por sua vez, A. radicidentis estava presente, respectivamente, em 4% e
8% das infeccdes endodonticas primarias e persistentes. Os géneros Propionibacterium €
Actinomyces t€ém sido associados a lesdes periapicais persistentes apos o tratamento
endodontico (SUNDQVIST & REUTERVING, 1980; NAIR & SCHOEDER, 1984;
SJOGREN et al., 1988, 1997). Segundo os autores acima citados, essas bactérias, uma vez
instaladas no canal radicular, podem atingir os tecidos periapicais ¢ sobreviver fora do

canal radicular, causando infec¢des que s6 podem ser removidas cirurgicamente.

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

amostras.
Utilizando o PCR, ROCAS et al. (2004) investigaram a prevaléncia de

Enterococcus faecalis em canais ndo tratados e em canais com tratamento endoddntico

prévio associados a lesdes periapicais cronicas. Enterococcus faecalis foi isolado em 67%
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(20/30) dos dentes com insucesso do tratamento endoddntico e em 18% (9/50) dos casos de

infecc¢des primarias, sendo detectado principalmente em dentes assintomaticos.

GOMES et al. (in press) investigaram a ocorréncia de Enterococcus faecalis
em canais com polpas necrosadas e em canais de dentes com insucesso do tratamento
endodontico, utilizando a cultura ¢ o PCR. Nos 50 casos de insucesso endodontico,
Enterococcus faecalis estava presente em 21 (42%) casos pela cultura, e em 38 (76%)
casos pela andlise do PCR das mesmas amostras. Por outro lado, nos 50 casos de infecgdes
primarias, Enterococcus faecalis estava presente em 2 (4%) e 41 (82%) canais,
respectivamente, pela cultura e PCR. Esses resultados mostraram que Enterococcus
faecalis estd presente em canais com polpas necrosadas, porém em quantidades bem
pequenas, ndo detectaveis pelo método da cultura. Segundo os autores, o crescimento dessa
espécie bacteriana pode ser favorecido por mudangas ecolodgicas no canal radicular apos o
preparo quimico-mecanico ou obturagdo deficiente do canal radicular, tornando possivel

sua deteccao nas culturas microbiologicas nesses casos.

Os microrganismos encontrados nos dentes tratados endodonticamente sao
resultados de fatores de selecdo que determinam a persisténcia das bactérias capazes de
resistir aos procedimentos antimicrobianos e medicamentos utilizados na terapia
endoddntica, ¢ de sobreviver em um meio escasso de nutrientes (SUNDQVIST et al.,

1998).

Geralmente as bactérias anaerdbias facultativas sdo mais resistentes a atividade
antimicrobiana do que as anaerodbias estritas, podendo persistir mais freqlientemente em
canais radiculares apos a terapia endodontica. Os microrganismos anaerdbios facultativos
podem permanecer em uma fase latente, com uma baixa atividade metabdlica por um
periodo, ¢ mudancas das condigdes ambientais, como uma infiltracdo corondria, podem

ativar o seu crescimento (MOLANDER et al., 1998).
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Enterococos, cocos Gram-positivos anaerdbios facultativos, sdo os
microrganismos mais freqiientemente isolados de canais radiculares de dentes com
insucesso endodontico. Para um microrganismo colonizar canais com tratamento
endodontico prévio, ele deve escapar aos procedimentos antimicrobianos durante o
tratamento inicial, e suportar periodos de privagdes nutricionais no canal radicular obturado
(SIQUEIRA & ROCAS, 2004). LOVE (2001) demonstrou que Enterococcus faecalis tem a
capacidade de invadir os tubulos dentinarios, podendo facilitar sua fuga aos procedimentos
quimico-mecanicos. Esses microrganismos também t€ém demonstrado resisténcia ao
hidroxido de célcio, medicamento comumente utilizado para desinfec¢do dos canais
radiculares (HAAPASALO & ORSTAVIK, 1987). Além desses fatores, Enterococcus
faecalis tem a capacidade de sobreviver em canais radiculares como microrganismos unicos
sem a relacao cooperativa de outras bactérias (FABRICIUS et al, 1982; SUNDQVIST et al,
1998). Recentemente, FIGDOR et al. (2003) demonstraram, in vitro, a capacidade do
Enterococcus faecalis de suportar periodos prolongados de auséncia de nutrientes em um
estado metabolico minimo. Os autores demonstraram a sobrevivéncia de um pequeno
remanescente da populagcdo de Enterococcus faecalis na agua (por 4 meses) € em meios
com nutrientes limitados (por mais de 4 meses). Essas células bacterianas foram capazes de
retornar ao crescimento apods a adicao de nutrientes. Todos esses fatores podem contribuir
para a alta prevaléncia desse microrganismo em dentes com tratamento endoddntico prévio

associados a lesdes periapicais (SIQUEIRA & ROCAS, 2004).
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2.3. SUSCETIBILIDADE/ RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DOS
ENTEROCOCOS

O uso indiscriminado dos antibioticos tem levado a selecdo de bactérias
resistentes aos antimicrobianos (TOMASZ, 1994). O mecanismo de resisténcia resulta de
alteracdes fisioldgicas ou estruturais da célula bacteriana, que representa uma estratégia de

sobrevivéncia ao ataque abusivo dos agentes antimicrobianos (FORBES et al.,1998).

Em endodontia, infec¢des cronicas geralmente ndo requerem terapia antibiotica,
exceto durante uma exacerbagdo aguda (ABBOTT et al., 1990). Os autores explicam que
lesdes periapicais cronicas estdo associadas a dentes com polpas necrosadas ou com
tratamento endodontico prévio, que ndo possuem suprimento sanguineo. Logo, quando um
antibidtico ¢ administrado por via sistémica, a concentragdo de antibidtico que alcanga o
local de infeccdo, ou seja, o canal radicular, ¢ insignificante e insuficiente para inibir o

crescimento bacteriano.

Embora antibidticos de uso sistémico ndo sejam normalmente utilizados no
tratamento de infeccdes intra-radiculares associadas a lesdes periapicais cronicas, em
pacientes com risco de desenvolvimento de endocardite bacteriana, eles se tornam um
importante complemento a terapéutica endodontica, sendo utilizados em regimes

profilaticos (ABBOTT et al., 1990; GRAD, 1997).

As condi¢des cardiacas mais associadas a endocardite bacteriana sdo
classificadas de acordo com a American Heart Association, em condigoes de alto risco e
risco moderado. As condigdes cardiacas consideradas de alto risco sdo: valvulas cardiacas
protéticas; endocardite bacteriana prévia; condutos pulmonares sistémicos construidos
cirurgicamente; e doengas cardiacas ciandticas complexas, como estados ventriculares
simples, transposicdo de grandes artérias e tetralogia de Fallot. As de risco moderado,

compreendem: a maioria das malformagdes cardiacas congénitas; disfun¢do valvular
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adquirida; cardiomiopatia hipertrofica; prolapso da valvula mitral com regurgitagao
valvular e/ou espessamento dos folhetos valvulares. Em ambas condi¢des, recomenda-se o
regime antimicrobiano profilatico para prevencdo da endocardite bacteriana (DAJANI et

al., 1997, ANDRADE et al., 1998).

Para o uso correto da profilaxia antibidtica, um dos principios basicos ¢ o
conhecimento dos principais microrganismos causadores da infec¢ao e sua suscetibilidade

antimicrobiana (GRAD, 1997).

Streptococcus viridans (estreptococos a-hemoliticos) é considerada a causa
mais comum de endocardite infecciosa apds certas intervengdes odontoldgicas ou do trato
respiratorio superior; enquanto Enterococcus spp. seria a causa mais comum apods
intervengdes do trato gastro-intestinal (DAJANI et al., 1997). Entretanto, devido a alta
prevaléncia de Enterococcus faecalis nos canais radiculares de dentes tratados
endodonticamente associados a lesdes periapicais cronicas (MOLANDER er al., 1998;
SUNDQVIST et al., 1998; PECIULIENE et al., 2000, 2001; HANCOCK et al., 2001;
PINHEIRO et al., 2003), esses microrganismos t€ém o potencial de causar bacteremia e
promover o desenvolvimento da endocardite bacteriana, em pacientes de risco, durante o

retratamento endodontico.

Estudos tém revelado um aumento surpreendente da resisténcia antimicrobiana
de Enterococcus spp., especialmente os isolados de infec¢des hospitalares (HOELLMAN et
al., 1998; SHEPARD & GILMORE, 2002; UDO et al., 2002; MURDOCH et al. 2002).
Eles possuem mecanismos que conferem resisténcia a uma variedade de antibidticos
comumente utilizados na terapéutica (MURRAY, 1990; MORRISON et al., 1997;
SHEPARD & GILMORE, 2002).

Enterococcus spp. apresentam uma sensibilidade reduzida a penicilina

(MURRAY, 1990; MORRISON et al., 1997, SHEPARD & GILMORE, 2002). Estudos
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testando E. faecalis, in vitro, mostram que as concentragdes inibitorias minimas (CIMs) da
penicilina sdo 10 a 100 vezes maiores do que aquelas encontradas para a maioria dos
Streptococcus spp. Embora eles sejam um pouco mais sensiveis a amoxicilina e a
ampicilina, esses antibioticos tém apenas um efeito bacteriostatico sobre a maioria dos
Enterococcus spp. (SHEPARD & GILMORE, 2002). Por isso, para o tratamento de
infecgdes enterococicas sérias, uma terapia combinada de amoxicilina ou ampicilina
associada a gentamicina ¢ necessaria para exercer acao bactericida (MORRISON et al.,

1997).

O grupo das penicilinas age inibindo a sintese da parede celular. O anel beta-
lactamico ¢ a chave do modo de agdo das penicilinas, pois se ligam a enzimas envolvidas
no processo de sintese da parede celular, inativando-as (WALKER, 1992; FORBES et al.,
1998; ANDRADE 1999). Além de mecanismos intrinsecos que conferem uma menor
sensibilidade aos efeitos bactericidas dos agentes beta-lactdmicos, Enterococcus spp. tém
adquirido mecanismos adicionais que resultam em alta resisténcia a esses antibioticos
(MORRISON et al., 1997; SHEPARD & GILMORE, 2002). Esse fendmeno tem sido mais
comum em isolados de E. faecium do que em E. faecalis, e se deve principalmente a
alteragdes nas enzimas as quais o antibidtico vai se ligar (PBP5 — penicillin binding
protein), diminuindo sua afinidade pelos mesmos (SHEPARD & GILMORE, 2002).
Ocasionalmente, essa alta resisténcia se deve a producdo de beta-lactamases, enzimas que
tém a propriedade de destruir o anel beta-lactimico de algumas penicilinas (MURRAY,

2000).

Resisténcia aos agentes antimicrobianos pode ser adquirida por uma mutagao
no DNA existente ou por aquisicdo de um novo DNA (MURRAY, 1990; MORRISON et
al., 1997). Enterococos tém adquirido determinantes genéticos que conferem resisténcia a
varias classes de antibioticos, incluindo eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol, e, mais
recentemente, vancomicina (MURRAY, 1990; MORRISON et al., 1997, MUNDY et al.,
2000; SHEPARD & GILMORE, 2002).
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Eritromicina e azitromicina s3o do grupo dos macrolideos, antibidticos
bacteriostaticos, que agem inibindo a sintese protéica bacteriana através da ligacdo a
subunidade 50S dos ribossomos. A azitromicina, devido a sua diferenca estrutural,
apresenta uma meia-vida plasmatica biologica bastante prolongada nos tecidos, € um maior
espectro de acdo quando comparado a eritromicina (CHAMBERS & SANDE, 1995;
ANDRADE, 1999). Resisténcia a eritromicina tem sido relatada entre enterococos isolados
em infecgdes orais e sistémicas (UDO et al., 2002; SEDGLEY et al., 2004). A resisténcia
dos enterococos aos macrolideos pode ser mediada por determinantes genéticos que
codificam uma alteragdo capaz de diminuir a afinidade entre o sitio de ligagdo e o
antibiotico (WALKER, 1992). FASS (1993) relatou a ocorréncia de resisténcia cruzada

entre eritromicina e azitromicina em diferentes microrganismos testados.

As tetraciclinas agem inibindo a sintese protéica bacteriana através da ligacao a
subunidade 30S dos ribossomos, € nao ao 50S como os macrolideos. Neste grupo estdo
incluidos, entre outros compostos, o cloridrato de tetraciclina, doxicilina e minociclina
(ANDRADE, 1999). Estudos tém relatado a alta resisténcia dos E. faecalis, orais € nao-
orais, as tetraciclinas: 58% (RAMS et al., 1992), 65.1% (UDO et al., 2002) ¢ 68.5%
(COTTER & ADLEY, 2001). A resisténcia dos enterococos a tetraciclina ¢ mediada por
varios genes que levam a eliminacdo ativa da tetraciclina da célula bacteriana, ou a
diminui¢do da afinidade dos ribossomos bacterianos pela tetraciclina (MURRAY, 1990;

MONTGOMERY, 2000).

Viérios estudos tém relatado que 20% a 42% (MURRAY, 1990; COTTER &
ADLEY 2001; UDO et al., 2002) das cepas de enterococos isolados de infec¢des sist€émicas
sdo resistentes ao cloranfenicol. SEDGLEY et al. (2004) relataram que enterococos
isolados da cavidade oral sdo apenas ocasionalmente resistente (1/11 — 9%). Os
enterococos que adquirem resisténcia ao cloranfenicol inativam a droga através da

acetilacdo, envolvendo uma enzima acetiltransferase especifica (MURRAY, 1990;
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MONTGOMERY, 2000). E importante ressaltar que devido aos efeitos adversos graves
decorrentes do uso do cloranfenicol, como por exemplo a aplasia medular, seu uso deve ser

reservado para o tratamento de infecgdes fatais ou resistentes a outros antibioticos

(MOENNING et al., 1989; MONTGOMERY, 2000).

Vancomicina ¢ um antibidtico glicopeptidico utilizado em medicina apenas
para o tratamento das infec¢des causadas por microrganismos Gram-positivos resistentes a
outros agentes antimicrobianos mais comumente utilizados e menos toxicos
(MONTGOMERY, 2000). Seu uso na odontologia ¢ extremamente limitado, por ser
administrada exclusivamente em ambiente hospitalar, podendo estar indicada em 3
situagdes: nas infecgdes graves por Staphylococcus, em que todos os outros medicamentos
falharam; na profilaxia ou tratamento da endocardite bacteriana em pacientes de alto risco
que sejam alérgicos a penicilinas e incapazes de tomar medicamentos por via oral; € no
tratamento da colite pseudomembranosa (ANDRADE, 1999). Estudos tém ressaltado o
aparecimento de cepas de enterococos resistentes a vancomicina, especialmente cepas de
Enterococcus faecium e, em menor freqiiéncia, cepas de  Enterococcus faecalis
(MURRAY, 2000; MALANI et al., 2002). O mecanismo envolve uma alteragdo enzimatica
do local de ligacdo da vancomicina na parede celular (MONTGOMERY, 2000). Essas
cepas resistentes a vancomicina tém aparecido como os principais patogenos de infecgdes
hospitalares, e freqlientemente possuem determinantes que conferem resisténcia a multiplas
drogas, de tal forma que poucas opg¢des terapéuticas restam para tratar essas infecgoes

(MORRISON et al., 1997; RICE, 2001; SHEPARD & GILMORE, 2002).

Moxifloxacino e ciprofloxacino sdo drogas do grupo das fluorquinolonas.
Ciprofloxacino ¢ altamente ativo contra bactérias Gram-negativas, entretanto ¢ menos
eficaz contra as Gram-positivas e, em geral, ndo ¢ eficaz contra anaerobios
(MONTGOMERY, 2000). Moxifloxacino ¢ uma fluorquinolona de nova geragcdo com
espectro de acdo mais amplo, incluindo microrganismos anaerdbios e Gram-positivos,

especialmente os resistentes a multiplas drogas (SPECIALE et al., 2002; OLIPHANT &
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GREEN, 2002; ANDERSSON & MACGOWAN, 2003). Além de estudos sobre a atividade
antimicrobiana, as propriedades relativas a farmacocinética e a farmacodindmica do
moxifloxacino tém sido estudadas, mostrando excelente biodisponibilidade, longa meia-

vida e boa penetragdo tecidual dessa droga (KRASEMANN et al., 2001).

Embora a emergéncia de cepas resistentes seja mais pronunciada em infec¢des
hospitalares ou sistémicas, estudos de Enterococcus spp. isolados de infecgodes
endododnticas tém demonstrado o aparecimento de resisténcia bacteriana, principalmente ao

regime terapéutico convencional utilizado em procedimentos odontoldgicos.

ZELDOW & INGLE (1962) estudaram a sensibilidade antimicrobiana de
Enterococcus spp. aos antibidticos: penicilina, eritromicina, tetraciclina e cloranfenicol. Os
resultados demonstraram que os Enterococcus spp. foram resistentes a penicilina e a
tetraciclina em, respectivamente, 83% e 33% dos casos, e sensiveis a eritromicina € ao

cloranfenicol.

ENGSTROM (1964), testando a suscetibilidade de 68 cepas de Enterococcus
spp. isolados de infec¢des endoddnticas, verificou que esse microrganismo foi sensivel a
eritromicina, porém apresentou resisténcia a penicilina em 6% dos casos. Das cepas de
Enterococcus spp. que foram sensiveis a penicilina, poucas espécies eram eliminadas com
dosagens normais, sendo necessarias alta dosagens do antibidtico para o tratamento de

infeccdes generalizadas.

MIRANDA (1969) avaliaram a suscetibilidade antimicrobiana de espécies
resistentes ao preparo quimico-mecanico durante o tratamento endodontico. Observou-se
uma predominancia de bactérias dos géneros Streptococcus e Enterococcus. As bactérias
pertencentes ao género Enterococcus foram as mais resistentes, apresentando praticamente

90% das espécies resistentes a penicilina, enquanto os Streptococcus apresentavam 24%.
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NORD & WADSTROM (1973) estudaram a suscetibilidade antimicrobiana de
cepas de Enterococcus spp. isoladas de pacientes com periodontites apicais e pulpites. As
cepas foram identificadas como Enterococcus faecalis, € a suscetibilidade antimicrobiana
dessas espécies foi testada através do método de diluicdo em agar. A concentracio
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 pg/mL) para todas as espécies testadas. A
maioria das espécies testadas foram sensiveis a eritromicina, porém havia uma grande
varia¢do no grau de suscetibilidade 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 ug/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, ¢ que a eritromicina e a lincosamina

apresentavam um uso limitado devido a presenca de espécies resistentes.

HEINTZ et al. (1975) estudaram a sensibilidade antimicrobiana de 50 cepas de
Enterococcus spp. que persistiram no canal apds preparo quimico-mecanico e medicagao
intracanal. Todas as espécies testadas foram sensiveis a ampicilina e a vancomicina. Mais
de 90% das espécies foram sensiveis a eritromicina. Todos os microrganismos foram

parcialmente ou totalmente resistentes a penicilina e a clindamicina.

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. Neste estudo, o género
Streptococcus foi o mais predominante, € o Enterococcus o 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 a eritromicina.
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STERN et al. (1990) testaram a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias
isoladas apds o preparo quimico-mecanico de canais radiculares. Os autores revelaram que
a maioria das culturas positivas era representada por monoinfec¢des (92,19%), e as
espécies mais freqlientemente isoladas pertenciam ao género Streptococcus, principalmente
espécies de “Streptococcus viridans” (a-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” (o-hemoliticos)
estudadas, 97,9% foram sensiveis a ampicilina, 93,7% a penicilina e 85% a eritromicina.
Entre as cepas de Enterococcus spp., 92,8% foram sensiveis a 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 mudanga significante no padrao de suscetibilidade

das bactérias no periodo estudado.

DAHLEN er al. (2000) testaram a suscetibilidade antimicrobiana de 29
enterococos isolados ap6s o uso de hidroxido de calcio em canais radiculares. Todas as
cepas foram sensiveis a vancomicina € a eritromicina, e resistentes ao metronidazol. A
maioria das cepas (25) apresentou resisténcia a clindamicina. Os autores também

encontraram cepas de enterococos resistentes a benzilpenicilina, a ampicilina e a

tetraciclina.

NODA et al. (2000) testaram a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias
isoladas de exsudatos intra-canais, em casos de infec¢des endodonticas persistentes, aos
seguintes antibioticos: penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos e tetraciclinas. As
espécies mais freqiientemente isoladas pertenciam ao género Streptococcus € Enterococcus.
Cepas de Enterococcus spp. foram altamente resistentes aos antibioticos testados,

especialmente as cefalosporinas, a gentamicina e a tetraciclina.

PINHEIRO et al. (2003) estudaram a suscetibilidade antimicrobiana de 10

cepas de Enterococcus faecalis isoladas de 30 canais com insucesso endodontico, e
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encontraram que as cepas estudadas foram sensiveis a benzilpenicilina, amoxicilina e
amoxicilina + 4cido clavulanico. Entretanto resisténcia bacteriana foi verificada aos
antibiodticos eritromicina e azitromicina. Devido a resisténcia intrinseca dos enterococos a
clindamicina, os autores concluiram que os antibioticos, tradicionalmente utilizados na
odontologia como regimes alternativos aos pacientes alérgicos a penicilinas, parecem ser de
limitado valor contra enterococos. Devido a predominancia de E. faecalis em dentes com
insucesso do tratamento endodontico, drogas alternativas devem ser consideradas para
profilaxia, em casos de risco de desenvolvimento de endocardite bacteriana, durante o

retratamento endodontico.
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3. PROPOSICAO

1. Estudar a composi¢do da microbiota dos canais radiculares de dentes
tratados endodonticamente com imagens radiograficas sugestivas de lesdes periapicais

persistentes com necessidade de retratamento endodontico
2. Analisar a sensibilidade de cepas de Enterococcus faecalis, isoladas de

canais radiculares de dentes com  insucesso endodontico, a diferentes agentes

antimicrobianos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1- Coleta, isolamento, purificacio e identificacdo das bactérias dos canais

radiculares de dentes tratados endodonticamente.

4.1.1 Pacientes

4.1.1.1 Selegao dos casos

Foram selecionados pacientes que apresentavam dentes com necessidade de
retratamento endodontico. Todos os dentes incluidos no estudo apresentavam canais
radiculares com obturacdo prévia e imagens radiograficas sugestivas de lesdes periapicais.
O insucesso do tratamento endoddntico foi determinado baseado em exame clinico e
radiografico. Os dentes estudados apresentavam um tempo de tratamento endodontico igual

ou superior a 4 anos, ou a presenca de sinais e/ou sintomas clinicos.

Foram obtidos os dados relativos ao sexo, idade, doengas sistémicas e uso de
medicamentos. Os pacientes com doengas sist€émicas e com histéria de antibioticoterapia
inferior a 3 meses ndo foram incluidos no estudo. Também ndo foram incluidos os dentes
nos quais substancias quimicas foram utilizadas para auxiliar a remog¢do da guta-percha

durante o retratamento endodontico.

Sessenta dentes, de 50 pacientes, foram incluidos nesse estudo. A presente
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba — UNICAMP, e os pacientes assinaram um termo de consentimento elaborado

de acordo com as normas desse Comité.

37



4.1.1.2 Aspectos clinicos e radiograficos

Para cada paciente foram anotados dados pessoais, histéria médica e historia
dentaria. No exame subjetivo foram obtidas informac¢des sobre a condigdo atual do dente a
ser retratado e quanto a presenca ou auséncia de dor. No exame objetivo foram anotados
dados tais como a presenca de edema, de fistulas, presenca ou ndo de restauragdes do dente
tratado endodonticamente, caries e fraturas. Foram realizados testes para verificar dor a

percussao, a palpacdo e mobilidade, além da realiza¢do de sondagem periodontal.

Na andlise radiografica, a obturagdo endodontica foi classificada como boa
quando radiograficamente ndo se observavam areas radioliicidas na obturagdo ou entre o
material obturador e a parede do canal, e o material obturador se encontrava a uma
distancia de at¢ 2 mm do &pice radiografico. Se um ou mais desses critérios ndo fossem

atingidos, a obturacgao era considerada ruim.

4.1.2. Coleta de amostras

O método utilizado neste estudo ja foi descrito previamente em detalhe por

GOMES (1995) e GOMES et al. (1994; 1996a,b,c, 2004). Os seguintes principios foram
observados ao coletar as amostras dos canais radiculares:

1. Técnicas assépticas foram usadas durante a terapia endodontica e coleta de amostra.
Anestesia local.
Remocao dos contaminantes coronarios.
Restauracgao de todas as vias de contaminacao externa.
Isolamento absoluto do dente.
Descontaminag¢dao do campo operatorio.
Evitar contaminagdo quimica do espaco pulpar.

Assegurar um acesso facil ao instrumento de amostra.

o N R WD

Coletar amostras eficientemente e efetivamente.
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Apbs a colocagdo do isolamento absoluto, a descontaminagdo do campo
operatorio (dente, grampo, lengol de borracha e arco) foi feita com a solucao de hipoclorito
de sodio a 5,25 %. Para evitar a contaminagao quimica do canal radicular com essa solucao
e a interferéncia com a cultura microbioldgica, realizou-se a neutralizacdo do hipoclorito
com o tiossulfato de sodio a 5% (MOLLER, 1966). Uma coleta microbioldgica do campo
operatorio foi realizada para checar a eficacia do processo de descontaminagdo. A seguir,
realizou-se a abertura coronaria, e, em cada caso, foi coletada amostra de um tnico canal
radicular, de maneira a confinar o exame microbiolégico em um unico ambiente ecologico.
Assim, em casos de dentes multirradiculares, o primeiro critério era a presenca de lesdo
periapical associada ao canal a ser coletado, em caso de presenca de lesdo periapical em

todas as raizes, escolhia-se o canal mais amplo.

Antes da coleta de amostras, foi executada a remog¢ao do material obturador
com brocas de Gates Glidden e limas endodonticas, sem o uso de solventes da guta-percha.
Foi realizada uma tomada radiografica para obtengdo do comprimento de trabalho (1,0 mm
do apice radiografico) e para verificar a remog¢ao do material obturador. A seguir, realizou-
se uma irrigacdo do canal radicular com solugdo salina para remover qualquer residuo do

material obturador, e deixar o canal imido para a coleta.

Para a coleta de amostra bacteriologica do canal radicular, cones de papel
absorvente autoclavados foram introduzidos no canal respeitando-se comprimento de
trabalho pré-estabelecido permanecendo nesta posicao por 60 segundos (Fig. 4.1A). O
papel absorvente, ao ser retirado do canal, foi imediatamente introduzido em tubos
contendo 1,0 mL de meio de transporte VMGA III (MOLLER, 1966; DAHLEN et al.,
1993) (Fig. 4.1B), o qual foi transportado para o laboratorio de Microbiologia. A coleta das
amostras dos canais radiculares foi realizada sob fluxo continuo de nitrogénio (BERG &

NORD, 1973).
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4.1.3. Inoculagdo e Incubacdo

No laboratério de Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP, dentro
da cabine de anaerobiose (DON WHITLEY SCIENTIFIC, Bradford, Inglaterra), o tubo de
Eppendorf contendo VMGA 1II e o cone de papel absorvente foi agitado (Agitador MA
162-MARCONI, Sao Paulo, SP, Brasil) por 60 segundos. A seguir, foram realizadas
diluigdes seriadas a 1/10, 1/100, 1/1.000 e 1/10.000 utilizando “Fastidious Anaerobe
Broth” (FAB - Lab M, Bury, Inglaterra) (Fig. 4.1C e 4.1D), e foram inoculados 50 pL de
cada dilui¢do, assim como da amostra ndo diluida, em placas pré-reduzidas contendo
“Fastidious Anaerobe Agar” (FAA - Lab M, Bury, Inglaterra) + 5% de sangue de carneiro e
FAA + 5% de sangue de carneiro + suplementos seletivos para anaerdbios (Fig. 4.1E), as
quais foram incubadas em uma cabine de anaerobiose (Fig. 4.1F), a 37°C numa atmosfera

de 10% H2, 10% CO2 e 80% N2 até 14 dias, para permitir a detec¢do de microrganismos

de crescimento mais lento.

As amostras microbioldgicas do canal radicular foram inoculadas e

incubadas como a seguir:

® Placas de FAA + 5% de sangue de carneiro, 37 © C, anaerobicamente,
por 2, 5 e 14 dias.

® Placas de FAA + 5% de sangue de carneiro + 4cido nalidixico (0,01
mg/mL) (Lab M, Bury, UK), 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar
anaerdbios Gram-positivos e actinomicetos.

® Placas de FAA + 5% de sangue de carneiro + 4cido nalidixico (0,01
mg/mL) + vancomicina (0,0025 mg/mL) (Lab M, Bury, UK), 37 ° C, anaerobicamente,
por 2, 5 e 14 dias para selecionar anaerdbios Gram-negativos.

® Placas de FAA + 5% de sangue de carneiro + neomicina (0,075 mg/mL)
(Lab M, Bury, UK), 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar

clostridios e outros anaerobios.
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As mesmas dilui¢des foram inoculadas em placas de agar contendo 5% de
sangue de carneiro + BHI (Brain Heart Difusion) (Oxoid, Hampshire, Inglaterra) para
permitir o crescimento de anaerdbios facultativos e aerdbios, e em placas contendo Agar
Dextrose Sabouraud (Oxoid, Hampshire, Inglaterra) suplementado com 100 pg/ mL de
cloranfenicol (Medley, Campinas, SP, Brasil) para fungos, ambos incubados

aerobicamente, a 37° C, por 2 dias.

O presente estudo utilizou meios de cultura na forma de pd desidratado e
suplementos seletivos pré-fabricados, que foram preparados de acordo com as orientagdes
do fabricante. Os meios de transporte foram preparados de acordo com a férmula descrita

por DAHLEN et al. (1993).

4.14 Isolamento e identificacdo microbiana

As placas com crescimento bacteriano foram examinadas em lupa
estereoscopica (LAMBDA LET 2, ATTO INSTRUMENTS CO., Hong Kong) em aumento
de 3 vezes, e as colonias foram diferenciadas de acordo com as suas caracteristicas
macroscopicas na placa (Fig. 4.2A), observando tamanho, cor, forma, textura, elevagdo,
opacidade e hemdlise. As colonias bacterianas foram isoladas em 2 placas contendo 5% de
sangue de carneiro + FAA, e testadas quanto ao seu requerimento gasoso, colocando uma
placa na estufa de O2 e uma na camara de anaerobiose, ¢ observando em qual condi¢ao
gasosa houve o crescimento bacteriano. As culturas puras (Fig. 4.2B), ap6s serem testadas
quanto ao requerimento gasoso (Fig. 4.2C), foram coradas pelo método do Gram (Fig.
4.2D) e testadas quanto a producdo de catalase (Fig. 4.2E). Os seguintes métodos de
identificacdo padronizados foram utilizados para a especificagao primaria dos organismos

1solados:
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e Rapid ID 32A (BioM¢érieux SA, Marcy-I'Etoile, Franga) para os
bastonetes Gram-negativos e Gram-positivos, anaerdbios obrigatorios.

e RapID ANA II System (Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta,
GA., EUA) para os cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos e Gram-positivos,
anaerdbios obrigatorios

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

e API 20 Strep (BioMérieux SA, Marcy-lI'Etoile, Franga) para os
estreptococos (cocos Gram-positivos, catalase negativa) (Fig 4.2 F e 4.2G)

e Rapid ID 32 Strep (BioM¢érieux SA, Marcy-I'Etoile, Franga) para os
estreptococos (cocos Gram-positivos, catalase negativa)

e RapID NH System (Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA.,
EUA) para Eikenella, Haemophilus, Neisseria e Actinobacillus

e API Candida (BioM¢érieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para identificar

espécies de Candida.

4.1.5 Andlise estatistica

Os dados coletados, referentes aos aspectos clinicos e radiograficos e as
espécies bacterianas isoladas dos dentes estudados, foram introduzidos numa planilha de
calculo (QUATTRO PRO, Bordland International Inc., Scotts Valley, CA, EUA) e
estatisticamente analisados usando SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EUA).
O teste de “Pearson Chi-square”, ou “Fisher’s Exact Test” quando apropriado, foram
utilizados para testar a hipdtese nula de que ndo existe relagdo entre os aspectos clinicos e
radiograficos dos dentes com tratamento endodontico prévio e a presenga de espécies

bacterianas especificas.
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Figura 4.1. A- Coleta microbiologica do canal radicular sob fluxo de nitrogénio , B- Meio

de transporte VMGA 111, C- Dilui¢do, D- Agitador de tubos, E- Inoculagdo, F- Incubacao

na camara de anaerobiose.
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Figura 4.2. A- Primeira cultura (monoinfec¢do), B- Cultura pura de E. faecalis, C- Estufa
de O,, D- Morfologia microscopica, E- Teste da catalase, F- Kit de identificacao api 20

Strep, G- Especificagao bacteriana de uma cepa de E. faecalis.
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4.2- Teste de suscetibilidade antimicrobiana de cepas de Enterococcus faecalis isoladas

dos canais radiculares de dentes tratados endodonticamente.

Vinte e uma cepas de Enterococcus faecalis foram testadas quanto sua
suscetibilidade/resisténcia através do método do E-test (AB BIODISK, Solna, Suécia). Os
agentes antimicrobianos testados foram: benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina + acido
clavulanico, clindamicina, eritromicina, azitromicina, vancomicina, cloranfenicol,

tetraciclina, doxiciclina, ciprofloxacino e moxifloxacino.

O sistema do 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 antibiotico, e do
outro, uma escala numérica que indica a concentracdo do medicamento. A fita do E-test
pode detectar uma CIM que varia de 0,016 a 256 pg/mL, com um total de 29 diferentes
concentragdes, que sdo agrupadas de duas em duas, representando 15 niveis de diluigao

(BOLMSTROM, 1993).

Para preparar o inoculo, apés 24 h de incubacdo da espécie bacteriana em
placas de 4gar sangue (Fig. 4.3A), as colonias bacterianas foram transferidas para o meio
liquido “Brain Heart Infusion” (BHI) e agitadas (Fig. 4.3B), para atingir a turbidez que
equivale ao padrao 0,5 de McFarland (NEFELOBAC, PROBAC, Sao Paulo, SP, Brasil)
que foi verificado no espectofotometro (FEMTO 432, MARCONI, Sao Paulo, SP, Brasil)

(Fig. 4.3C) com comprimento de onda de 800 nm.

Placas contendo 4 mm de espessura de Mueller-Hinton &agar (OXOID,
Hampshire, Inglaterra) foram utilizadas para o repique das cepas. A semeadura foi
realizada em toda a extensao da placa, uniformemente, através de swab estéril, umedecido
na suspensao bacteriana (Fig. 4.3D). Apds a secagem das placas (10 a 15 minutos), as fitas
de E-test (Fig. 4.3E), que haviam sido previamente removidas do congelador e ja se
encontravam a temperatura ambiente cerca de 20 minutos, foram distribuidas nas placas
com o auxilio de pinca estéril para cada substiancia a ser testada. O experimento foi

executado em duplicata e sempre em fluxo laminar.
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As placas foram incubadas em condi¢des aerdbicas (Fig. 4.3F), e a leitura
realizada apo6s 16-20 horas (Fig. 4.3G). Os valores das concentragdes inibitorias minimas
(CIMs) foram determinados pela leitura no ponto de intersec¢ao 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 (Fig. 4.4A e B). De acordo com as recomendacdes do fabricante, a
interpretagao dos valores das CIMs do E-test em diferentes categorias de sensibilidade foi
realizada segundo o guia de interpretagdo da NCCLS (M100 S12). Para o antibidtico
moxifloxacino, que nao esta incluido na tabela do NCCLS, a interpretacao dos valores das

CIMs desse antidtico foi baseada nos dados de MATHER et al. (2002) (Tabela 4.1).

As cepas também foram testadas quanto a producdo de beta-lactamase
utilizando nitrocefin (OXOID, Hampshire, Inglaterra) (Fig. 4.3H) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Apos 24 h de incubagdo da cepa bacteriana em placas de agar
sangue, uma colonia bacteriana foi transferida para um recipiente contendo 5 ul da solugdo
de nitrocefin. O desenvolvimento da uma cor vermelha em 60 s indicava um resultado

positivo (Fig. 4.31).
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Tabela 4.1 — Valores interpretativos das concentragdes inibitorias minimas (ng/mL) dos

antimicrobianos avaliados nos testes de Enterococcus faecalis.

Agentes antimicrobianos Suscetivel Resistente
Benzilpenicilina <8 >16
Amoxicilina <8 >16
Amoxicilina <8 >16

+ 4acido clavulanico

Eritromicina <0,5 >8
Azitromicina <2 >8
Vancomicina <4 >32
Cloranfenicol <8 >32
Tetraciclina <4 > 16
Doxiciclina <4 > 16
Ciprofloxacino <1 >4
Moxifloxacino <2 >8
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Figura 4.3. A- Cultura pura de E. faecalis, B- Preparo do indculo bacteriano, C-

Verificacdo da turbidez do meio no espectrofotdometro, D- Inocula¢do, E- E-test, F —
Incubagdo em estufa de O,, G- Halo de inibi¢ao em forma de elipse, H-Nitrocefin, I-Beta-

lactamase positiva (vermelho) e negativa (amarelo).
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Figura 4.4. Halos de inibicdo em forma de elipse: A- cepa de E. faecalis sensivel a
amoxicilina + acido clavulanico (XL) com CIM = 0,75 pg/mL, B- cepa de E. faecalis
resistente a eritromicina (EM) com CIM = 64 ug/mL.
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5. RESULTADOS

Cento e oito cepas foram isoladas dos 60 canais radiculares estudados. As
espécies microbianas isoladas e sua prevaléncia sdo mostradas na Tabela 5.1. Dos 60 casos,
9 (15%) canais ndo apresentaram bactérias cultivaveis; 28 (46,7%) canais abrigavam
apenas 1 espécie bacteriana por canal radicular; 8 (13,3%) apresentavam 2 espécies; € 15
(25%) apresentavam 3 ou mais cepas por canal radicular. As caracteristicas clinicas e
radiograficas e os achados microbiologicos dos 60 dentes estudados sdo apresentados na

Tabela 5.2.

Bactérias anaerdbias facultativas e estritas representavam, respectivamente,
57,4% e 42,6% do total de bactérias isoladas. Os canais radiculares apresentavam uma

microbiota predominantemente Gram-positiva, representando 83,3% do total de bactérias.

Os géneros bacterianos mais freqiientemente isolados dos canais radiculares
foram: Enterococcus (46,7%), Streptococcus (28,3%), Peptostreptococcus (16,7%),
Actinomyces (15%), Prevotella (11,7%), Propionibacterium (8,3%), Gemella (6,7%),
Veillonella (6,7%), Fusobacterium (5%), Lactobacillus (3,3%) e Staphylococcus (3,3%).
Espécies pertencentes a outros géneros bacterianos foram isoladas dos canais radiculares
apenas uma vez (Fig. 5.1). A espécie bacteriana mais comumente isolada foi o
Enterococcus faecalis, presentes em 27 (52,9%) dos 51 casos que apresentaram

crescimento bacteriano, 18 vezes em cultura pura.

As seguintes caracteristicas clinicas estavam presentes nos casos estudados:
dor (5/60), historia de dor (20/60), dor a percussdo (20/60), fistula (5/60), edema (1/60) e
canal com exsudato (5/60). Casos de retratamento com dor ou histéria de dor estavam
associados a infec¢des anaerdbias e polimicrobianas (p<0,05), incluindo Prevotella spp.
(especialmente P. intermedia/ nigrescens) e Fusobaterium spp. (p<0,05). Dor espontanea
estava associada a presenca de Peptostreptococcus spp. (p<0,01), e dor a percussdo a
presenga de Prevotella intermedia/ nigrescens (p<0,05). Casos com fistula estavam

associados a presenga de Streptococcus spp. (p<0,001) e Actinomyces spp. (p<0,01),
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especialmente A. naeslundii (p<0,001). Dentes com auséncia de selamento coronario

estavam associados a presenga de Streprococcus spp. (p<0,01) e Candida spp. (p<0,01).

Quanto as caracteristicas radiograficas, embora o limite e a qualidade da
obturacdo endodontica ndo tenham mostrado associagdo com espécies bacterianas
especificas, os resultados estatisticos revelaram correlagdo entre obturagdes de ma

qualidade e a presenga de trés ou mais espécies bacterianas no canal radicular (p<0,05).

Vinte e uma cepas de Enterococcus faecalis, a espécie mais freqlientemente
isolada, foram testadas quanto a suscetibilidade antimicrobiana. Os valores das
concentragdes inibitorias minimas (CIMs) dos antibidticos e a suscetibilidade das cepas
testadas sdo mostrados na Tabela 5.3. Todas as cepas de Enterococcus faecalis foram
sensiveis a benzilpenicilina, amoxicilina e amoxicilina + acido clavulanico, com estes
ultimos apresentando CIMs menores quando comparados a benzilpenicilina. Nenhuma cepa
produziu beta-lactamase. Todas as cepas foram sensiveis a vancomicina e moxifloxacino,
que foi o antibidtico mais efetivo, in vitro, contra Enterococcus faecalis, apresentando as
menores CIMs (< 0.5 pg/ml). Entretanto, 8 cepas foram resistentes a azitromicina, duas das
quais também foram resistentes a eritromicina. Trés cepas foram resistentes a tetraciclina e
doxiciclina, e 1 amostra foi resistente a varios antibioticos: eritromicina, azitromicina,

tetraciclina, doxiciclina e cloranfenicol.
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Tabela 5.1. Microrganismos isolados de 60 canais radiculares apds a remog¢ao do material

obturador durante retratamento endoddntico.

Espécies microbianas N°de canais % de canais
Enterococcus faecalis 27 45
Enterococcus faecium 1 1.7
Streptococcus constellatus 5 8.3
Streptococcus sanguis 4 6.7
Streptococcus mitis 2 33
Streptococcus anginosus 2 33
Streptococcus mutans | 1.7
Streptococcus oralis | 1.7
Streptococcus salivarius 2 33
Peptostreptococcus prevotii 6 10.0
Peptostreptococcus micros 5 8.3
Peptostreptococcus magnus | 1.7
Peptostreptococcus saccharolyticus 1 1.7
Actinomyces naeslundii 4 6.7
Actinomyces odontolyticus 3 5
Actinomyces viscosus 3 5
Prevotella buccae 3 5
Prevotella intermedia/ nigrescens 3 5
Prevotella melaninogenica 1 1.7
Prevotella corporis 2 33
Prevotella loescheii 1 1.7
Propionibacterium acnes 4 6.7
Propionibacterium propionicum 1 1.7
Gemella morbillorum 4 6.7
Veillonella spp. 4 6.7
Fusobacterium necrophorum 1 1.7
Fusobacterium nucleatum 1 1.7
Fusobacterium spp. 1 1.7
Lactobacillus acidophilus 2 33
Staphylococcus lentus 2 3.3
Haemophilus aphrophilus 1 1.7
Eubacterium lentum 1 1.7
Bifidobacterium spp. 1 1.7
Clostridium subterminale 1 1.7
Lactococcus lactis cremoris 1 1.7
Capnocytophaga spp. 1 1.7
Candida spp. 2 33
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Tabela 5.2. Caracteristicas clinicas, radiograficas e achados microbiologicos de 60 dentes

com insucesso endodontico.

Cas Dente Tempo Rest. Dor HDor Perc. Ede. LP Ex. Fis. TE  Bactérias
ono.

1 22 >4 N N N N N S N N ER S sanguis

2 41 >4 MRP N N N N S N N ER S sanguis

3 32 12 MRP N N N N S N N EB -

4 12 20 RR N N N N S N N ER  S. salivarius

5 22 2 MRP N N N N S S S ER  S. mitis,
E. faecalis,
A. naeslundii

6 15 8 RB S S S N S S N ER  P. micros,
P. prevotii

7 14 >4 MRP N N N N S N N EB -

8 11 >4 N S S S N S N N EB  P. saccharolyticus

9 46 >4 RB N N N N S S N ER  Propioni. acnes,
E. faecalis

10 22 >4 MRP N N N N S N N ER -

11 45 5 RR N N N N S N N ER -

12 11 >4 RB N N N N S N N ER  P. buccae,
P. micros,
L. acidophilus,
E. faecalis

13 21 9 N S S S N S S N ER  P. intermedia,
P.melaninogenica,
P. corporis,
F. necrophorum,
P. prevoti,
P. magnus,
S. constellatus,
E. faecalis,
S. lentus

14 45 >4 N S S S N S S N EB  Veillonella ssp,
S. mutans,
L.acidophilus,
Candida spp.

15 31 15 RR N N N N S N N EB -

Tempo= tempo apds tratamento endodontico (anos); Rest.= restauracdo; RB= restauracao
boa; RR= restaura¢ao ruim; MRP= material restaurador provisério; HDor= histéria de dor
prévia; Perc.= dor a percussdo; Ede= edema; LP= lesdo periapical; Ex.= exsudato; Fis.=
fistula; TE= tratamento endodontico (qualidade radiografica da obturagdo); EB=

endodontia boa; ER= endodontia ruim; S= sim; N= ndo.
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Tabela 5.2. Caracteristicas clinicas, radiograficas e achados microbioldgicos de 60 dentes

com insucesso endodontico (Cont.)

Cas Dente Tempo Rest. Dor HDor Perc. Ede. LP Ex. Fis. TE  Bactérias
ono.
16 22 2 RB N N S N S N N ER  S. mitis,
S. anginosus,
G. morbillorum

17 44 5 RB S S S S S N N EB -
18 13 10 RR N S S N S N N ER  E. faecalis
19 46 2 N N S S N S S N ER  P. buccae,
P. loescheii,
A. naeslundii
20 12 5 RR N N N N S N N ER  E. faecalis
21 12 20 RR N S N N S N S ER  Fusobacterium ssp,
S. oralis,
A. viscosus,
G. morbillorum
22 12 2 MRP N N S N S N N ER  Veillonella ssp,
P. prevotii,
A. odontolyticus,
G. morbillorum,
S. lentus,
H. aphrophilus
23 37 20 RR N N S N S N N EB  E. faecalis
24 32 5 RB N N N N S N N ER  P. prevotii
25 22 5 RR N S S N S N N EB  E. faecalis
26 12 10 RR N S S N S N S ER  P. prevotii,
E. faecalis,
S. sanguis
27 21 10 RR N N N N S N N ER  E. faecalis
28 15 >4 RR N N N N S N N ER  S. constellatus
29 11 10 RR N N N N S N N ER  E. faecalis
30 22 10 RR N N N N S N N EB -

Tempo= tempo apds tratamento endodontico (anos); Rest.= restauracdo; RB= restauracao
boa; RR= restaura¢ao ruim; MRP= material restaurador provisério; HDor= histéria de dor
prévia; Perc.= dor a percussdo; Ede= edema; LP= lesdo periapical; Ex.= exsudato; Fis.=
fistula; TE= tratamento endodontico (qualidade radiografica da obturagdo); EB=

endodontia boa; ER= endodontia ruim; S= sim; N= ndo.
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Tabela 5.2. Caracteristicas clinicas, radiograficas e achados microbioldgicos de 60 dentes

com insucesso endodontico (Cont.)

Cas Dente Tempo Rest. Dor HDor Perc. Ede. LP Ex. Fis. TE  Bactérias
ono.
31 21 5 N N S S N S N S EB  S. constellatus

32 46 7 N N N S N S N N ER  Propioni. acnes,
S. constellatus,
Streptococcus ssp.
33 46 >4 MRP S S S N S N N ER  P. intermedia,
P. micros,
Bifidobacterium ssp,
A. naeslundii,
Streptococcus ssp.

34 45 7 MRP N S N N S N N EB  P. buccae,
P. micros,
P. prevotii,
F. nucleatum,
E. faecalis

35 37 5 RR N S S N S N N EB  E. faecalis

36 11 8 RR N N N N S N N EB  Veillonella ssp.,
A. odontolyticus,
A. viscosus,
G. morbillorum

37 35 >4 RB N N S N S N N ER  A.viscosus

38 22 6 N N N N N S N N ER  Propioni.
propionicum,
Veillonella ssp.,
A.. naeslundii,

E. faecalis,
Candida spp.

39 11 8 N N S N N S N N ER  E faecalis

40 33 30 RR N N N N S N N EB -

41 21 12 MRP N N N N S N N ER  E. faecalis

42 23 5 RR N N N N S N N ER  E. faecalis

43 45 5 N N S N N S N N EB S. anginosus,
Capnocytophaga
spp.

Tempo= tempo apds tratamento endodontico (anos); Rest.= restauragdo; RB= restauracao
boa; RR= restauracdo ruim; MRP= material restaurador provisoério; HDor= histéria de dor
prévia; Perc.= dor a percussdo; Ede= edema; LP= lesdo periapical; Ex.= exsudato; Fis.=
fistula; TE= tratamento endodontico (qualidade radiografica da obturagdo); EB=

endodontia boa; ER= endodontia ruim; S= sim; N= ndo.
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Tabela 5.2. Caracteristicas clinicas, radiograficas e achados microbioldgicos de 60 dentes

com insucesso endodontico (Cont.)

Caso Dente Tempo Rest. Dor HDor Perc. Ede. LP Ex. Fis. TE  Bactérias
no.

44 32 30 RR N N N N S N N EB  E. faecalis
45 42 30 RR N N N N S N N EB  E. faecalis
46 37 4 RR N S S N S N N EB P. intermedia,
E. faecalis
47 21 5 MRP N S N N S N N EB E. faecalis,
Lact. lactis

cremoris

48 34 12 RR N N N N S N N ER  E. faecalis

49 22 5 RB N N N N S N N ER  E. faecalis

50 12 15 RB N S S N S N N ER  E. faecalis

51 21 11 RB N N N N S N N ER  E. faecalis

52 11 11 RB N N N N S N N ER  E. faecalis

53 14 11 N N N N N S N N ER  A. odontolyticus,
S. salivarius

54 46 >4 RB N N N N S N N ER  P. corporis,
P. micros,
Propioni. acnes

55 47 >4 RB N N N N S N N ER  E.lentum,
S.sanguis

56 24 3 N N N S N S N N EB  E. faecalis

57 12 6 RB N N N N S N N EB  Propioni. acnes

58 45 5 N N N N N S N N EB  S. constellatus,
E. faecium

59 41 8 RR N N N N S N N ER  C. subterminale

60 46 2 RB N S S N S N N ER -

Total 5 20 20 1 60 6 5

Tempo= tempo apds tratamento endodontico (anos); Rest.= restauracdo; RB= restauracao
boa; RR= restaura¢ao ruim; MRP= material restaurador provisério; HDor= histoéria de dor
prévia; Perc.= dor a percussdo; Ede= edema; LP= lesdo periapical; Ex.= exsudato; Fis.=
fistula; TE= tratamento endodontico (qualidade radiografica da obturagdo); EB=

endodontia boa; ER= endodontia ruim; S= sim; N= ndo.
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Figura 5.1. Prevaléncia dos géneros bacterianos isolados em 60 canais de dentes com

insucesso endoddntico
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Tabela 5.3. Suscetibilidade in vitro de 21 cepas de Enterococcus faecalis isoladas de

dentes com insucesso endoddntico

Antibidticos _ CIM (ug/gﬂ) % Suscetibilidade
CIMs CIMy Variacao
Benzilpenicilina 2,0 3,0 1,0-4,0 100
Amoxicilina 0,5 0,75 0,25-0,75 100
Amoxicilina + 0,5 0,75 0,25-0,75 100

acido clavulanico

Eritromicina 1,0 2,0 0,38->256 28,5
Azitromicina 4,0 24.0 2,0->256 14,2
Vancomicina 3,0 3,0 1,0-4,0 100
Cloranfenicol 4,0 6,0 3,0->256 95,2
Tetraciclina 0,5 32 0,19->256 85,7
Doxiciclina 0,38 12 0,12->256 85,7
Ciprofloxacino 1,0 1,5 0,38-2,0 80,9
Moxifloxacino 0,38 0,5 0,19-0,5 100

* CIMso= concentracdo inibitoria minima incluindo 50% das cepas,

CIMyy= concentragdo inibitéria minima incluindo 90% das cepas.
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6. DISCUSSAO

Microrganismos viaveis foram isolados de 51 dos 60 dentes estudados. No
presente estudo, o método da cultura ndo identificou microrganismos em 15% dos casos
apds a remo¢dao do material obturador dos canais radiculares. Esses resultados estdo de
acordo com os achados de PECIULIENE et al. (2000) ¢ PECIULIENE et al (2001) que
detectaram auséncia de crescimento bacteriano em 20% ¢ 17,5% de casos de retratamento,
respectivamente. Outros estudos, também utilizando o método da cultura, ndo observaram
crescimento bacteriano em 26,6% (MOLANDER et al., 1998), 37% (HANCOCK et al.,
2001) e 55,6% (SUNDQVIST et al., 1998) dos casos com tratamento endodontico prévio

associados a lesdes periapicais.

A presenga de culturas negativas ndo significa a auséncia total de
microrganismos dos canais radiculares estudados. Embora as técnicas de coleta e cultura
microbioldgicas, utilizadas na presente pesquisa, sejam altamente efetivas para o
isolamento de bactérias extremamente sensiveis ao oxigénio (GOMES, 1995; GOMES et
al., 1994, 1996a.,b,c, 2004), ¢ possivel que alguns microrganismos tenham sido perdidos
durante a coleta e processamento microbiologicos. SUNDQVIST et al. (1998) utilizaram
técnicas de coleta e cultura semelhantes as utilizadas no presente estudo, e discutiram a
dificuldade da coleta microbiolégica em canais de dentes com tratamento endodontico
prévio. Microrganismos podem estar presentes em areas inacessiveis a coleta, como as
ramificagdes do sistema de canais radiculares ou em areas apicais que podem ter sido
obliteradas durante o tratamento endodontico prévio; ou ainda, podem estar presentes em
quantidade muito pequena no canal radicular, ndo sendo, desta forma, detectados pela
técnica da cultura microbioldgica. Além disso, microrganismos podem ser eliminados
durante a remog¢do do material obturador prévio, mesmo utilizando apenas métodos
mecanicos € sem solventes (SUNDQVIST er al, 1998). Estudos recentes, utilizando
métodos moleculares de identificagio bacteriana , tém revelado a presenca de
microrganismos em todos os casos de insucesso endodéntico (SIQUEIRA & ROCAS,

2004; ROCAS et al., 2004; GOMES et al. in press). Esses estudos comprovam que 0s
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insucessos dos tratamentos endodonticos sdo, em sua maioria, de origem infecciosa, mesmo

que o método da cultura seja incapaz de identificar bactérias.

Dos 51 canais que apresentaram crescimento bacteriano, 28 canais
abrigavam apenas uma espécie bacteriana por canal radicular, 8 apresentavam duas, e 15
apresentavam trés ou mais espécies. No estudo de SUNDQVIST et al. (1998), dos 24
dentes que apresentaram crescimento bacteriano, 19 casos eram caracterizados como
monoinfec¢des, 4 apresentavam 2 microrganismos, € apenas 1 caso apresentava uma
cultura polimicrobiana contendo 4 espécies bacterianas. Essa diferenca entre os trabalhos
quanto a freqiiéncia de monoinfec¢des e infec¢cdes polimicrobianas, provavelmente se deve
a qualidade do tratamento endodontico. SUNDQVIST et al. (1998) analisaram dentes com
tratamentos endoddnticos considerados de boa qualidade em quase totalidade dos casos,
com excecao de 1 canal que apresentava uma obturacdo bastante deficiente em selamento,
que foi o Unico canal que apresentou infec¢do polimicrobiana. Entretanto, os casos
estudados, na presente pesquisa, apresentavam tratamentos endodonticos de boa (22 casos)
e de ma qualidade (38 casos); e dos 15 casos que continham trés ou mais bactérias por
canal radicular, 12 apresentavam uma obturacdo de ma qualidade. Houve, portanto, uma
correlagdo entre o numero de espécies bacterianas presentes no canal radicular e a
qualidade da obturagdo. Esses dados estdo de acordo com os achados de SIQUEIRA &
ROCAS (2004), que encontraram um maior nimero de espécies bacterianas em canais cuja
distancia entre o material obturador e o apice era maior que 2 mm, quando comparado com
canais obturados a 2 mm ou menos do dpice. Entretanto, em ambas situagdes, esses autores
detectaram um maior niumero de espécies bacterianas por canal radicular, em casos de
insucesso endodontico, do que os relatados no presente estudo, sendo rara a presenca de
monoinfecc¢des. Esse fato pode ser explicado pela diferenca das técnicas utilizadas nos dois
estudos, demonstrando a maior sensibilidade do método molecular utilizado por
SIQUEIRA & ROCAS (2004) quando comparados com o método da cultura empregado no

presente estudo.

Do total de cepas bacterianas isoladas, 57,4% eram bactérias anaerdbias

facultativas e 83,3% bactérias Gram-positivas. Esses resultados estdo de acordo com os
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estudos realizados por SUNDQVIST et al. (1998) ¢ HANCOCK et al. (2001), que
encontraram, ambos, 58% de bactérias anaerdbias facultativas, e , respectivamente, 87% e
80% de microrganismos Gram-positivos em casos de insucesso do tratamento endodontico.
MOLANDER et al. (1998) verificaram uma freqiiéncia de 69% de bactérias anaerobias
facultativas, e 74,3% de Gram-positivas. As bactérias anaerdbias facultativas mais
freqlientemente isoladas, no presente estudo e nos estudos prévios, foram espécies do

género Enterococcus e Streptococcus.

Aproximadamente 43% dos isolados eram bactérias anaerdbias estritas.
Peptostreptococcus foi o género mais freqlientemente isolado, estando associado a
sintomas clinicos. No presente estudo, Prevotella spp. (especialmente P. intermedia/
nigrescens) € Fusobaterium spp. foram freqiientemente isolados de casos de retratamento
com dor ou historia de dor; enquanto Prevotella intermedia/ nigrescens estava associada
aos casos com dor a percussdo. Esses achados estdo de acordo com estudos prévios da
microbiota de infeccoes endodonticas primarias (YOSHIDA et al., 1987;
BAUMGARTNER, 1991; GOMES et al., 1994, 1996a, 2004), que relacionaram anaerdbios
estritos com a presenca de sintomatologia clinica, e Streptococcus e bactérias entéricas com

casos assintomaticos.

Casos com fistula estavam associados a presenca de Streptococcus spp. e
Actinomyces spp. Em todos os casos, com exce¢do de um, os canais radiculares
apresentavam uma microbiota polimicrobiana. Espécies anaerdbias estritas do género
Prevotella, Peptostreptococcus ¢ Fusobacterium, e outras espécies facultativas também
foram isoladas no presente estudo. GOMES et al. (1994, 1996a) relataram em estudos
prévios que a microbiota de canais radiculares de dentes com fistula era

predominantemente mista.

Dos 60 casos de insucessos estudados, 45 apresentavam infiltragdes
coronarias através de restauragdes defeituosas com material permanente ou provisorio (22 e
10 casos, respectivamente), ou, ainda, auséncia de restauracdes (13 casos). No presente

estudo, dentes com auséncia de restauragdes estavam associados a presenca de
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Streptococcus spp. € Candida spp. Esses resultados confirmam que fungos podem ser
isolados de dentes com insucesso do tratamento endodontico (NAIR er al., 1990a;
MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al., 1998), ¢ que sua presenca pode ser
resultado de contaminagdo proveniente da cavidade oral (WALTIMO et al., 1997). EGAN
et al. (2002) relataram que a presenca de fungos nos canais radiculares estava associada
com a sua presenca na saliva, e que houve alguma comunicacdo dos canais radiculares com
o meio oral, através de infiltragcdes corondrias ou fistulas, nos casos onde fungos foram

isolados.

No presente estudo, fungos foram isolados em 2/60 (3,3%) canais. Esse
achado coincide com os achados de SUNDQVIST et al. (1998), MOLANDER et al. (1998)
e HANCOCK et al. (2001) que isolaram Candida albicans em, respectivamente, 2/54
(3,7%), 3/100 (3%) e 1/54 (1,8%) canais de dentes com tratamento endodontico prévio
associados a lesdes periapicais. PECIULIENE et al. (2001) isolaram Candida albicans em
6/40 (15%) dentes estudados pelo método da cultura. Essa proporcdo ¢ semelhante a
encontrada por EGAN et al. (2002) em canais com tratamento endodontico prévio,
também pelo método da cultura (4/25 — 18%), e maior do que a encontrada por SIQUEIRA
& ROCAS (2004) com o uso de métodos moleculares para identificagio de Candida

albicans em canais de dentes com insucesso do tratamento endodontico (2/22 — 9%)).

No presente estudo, Enterococcus faecalis foi a espécie bacteriana mais
freqiientemente isolada dos canais radiculares com fracasso do tratamento endoddntico,
estando presente em 52,9% dos canais com culturas positivas. Esse resultado esta de acordo
com os estudos prévios realizados por MOLANDER et al. (1998), SUNDQVIST et al.
(1998) e HANCOCK et al. (2001), que isolaram essa espécie bacteriana em,
respectivamente, 47%, 38% e 32% dos canais radiculares infectados. PECIULIENE et al.
(2000) e PECIULIENE et al. (2001), também utilizando o método da cultura, relataram
maiores porcentagens desse microrganismo: 70% e 64%, respectivamente. GOMES et al.
(in press) identificaram Enterococcus faecalis em 46,6% dos casos de insucesso pelo
método da cultura, ¢ em 76% através da analise do DNA das mesmas amostras;

confirmando que Enterococcus faecalis ¢ encontrado numa freqliéncia ainda maior em
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casos de insucesso do tratamento endodontico quando métodos moleculares de
identificagio sdo utilizados (ROCAS et al., 2004; SIQUEIRA & ROCAS, 2004).
Surpreendentemente, no estudo de GOMES et al. (in press), Enterococcus faecalis também
foi encontrado na maioria (82%) dos casos de polpas necrosadas quando analisados pelo
método molecular, enquanto pela cultura das mesmas amostras, esse microrganismo foi
raramente isolado. Esses resultados sugerem que Enterococcus faecalis esta
freqiientemente presente na microbiota inicial de dentes com polpas necrosadas e lesdes
periapicais, porém em pequena quantidade, ndo detectavel pelo método da cultura. O
crescimento dessa espécie bacteriana pode ser favorecido por mudancas ecoldgicas no
canal radicular apdés o preparo quimico-mecanico ou obturagdo deficiente do canal

radicular, tornando possivel sua detec¢ao nas culturas microbioldgicas nesses casos.

Vérios sdo os fatores que podem explicar a presengca de Enterococcus
faecalis em dentes com tratamento endoddntico prévio associados a lesdes periapicais. Esse
microrganismo tém demonstrado resisténcia aos procedimentos endoddnticos de
desinfec¢do durante o preparo quimico-mecanico (HAAPASALO & ORSTAVIK, 1987;
GOMES et al., 1996b; SUNDQVIST et al., 1998), e a capacidade de sobreviver em canais
radiculares como microrganismos Unicos sem a relagdo cooperativa de outras bactérias
(FABRICIUS et al., 1982). Enterococcus faecalis também t€m demonstrado a capacidade
de invadir tubulos dentinarios (LOVE et al., 2001) e de sobreviver em um ambiente onde
os nutrientes sao escassos, manter-se em fase latente e voltar a crescer quando os nutrientes
se tornarem disponiveis (FIGDOR et al., 2003). Esses nutrientes podem ser provenientes de
fluidos teciduais da regido periapical ou de infiltragdes coronarias, € podem servir de
substrato para cepas que sobreviveram apds o preparo quimico-mecanico, mantendo a
infeccao intra-radicular. Esses achados ressaltam que o sucesso do tratamento endodontico
depende, portanto, do controle da assepsia durante o tratamento, da méxima eliminagao de
microrganismos durante o preparo quimico-mecanico, de uma obturacdo hermética e da
prevencao da recontaminagdo do canal através de procedimentos restauradores adequados
em um menor tempo possivel apods o tratamento endodontico. Na presente pesquisa, 58/60

casos apresentavam selamento endodontico e/ou corondrio insatisfatérios, fatos que podem
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ter contribuido para a alta prevaléncia de Enterococcus faecalis encontrada nos casos de

insucesso estudados.

Os insucessos dos tratamentos endodonticos sdo, em sua maioria, resultados de
infeccdes intra-radiculares e encontram-se geralmente associados a lesdes periapicais
cronicas. Portanto, o uso de antibioticos sistémicos ndo estdo indicados e nem sao eficazes
para o tratamento desses casos. Entretanto, a utilizagdo dos mesmos pode ser indicada na
profilaxia antibidtica em casos de risco de desenvolvimento de endocardite bacteriana

durante o retratamento endodontico (ABBOTT et al., 1990).

Segundo DEBELIAN et al. (1995), procedimentos durante o tratamento
endoddntico podem langar microrganismos do canal radicular para a corrente sanguinea,
refletindo quantitativamente e qualitativamente a microbiota do local da infeccao.
Geralmente, apods certas intervengdes odontoldgicas em pacientes de risco, a endocardite
seria causada pelos Streptococcus do grupo viridans; enquanto a endocardite provocada por
Enterococcus spp. seria uma conseqiiéncia mais comum apds intervengdes do trato gastro-
intestinal (DAJANI et al., 1997). Entretanto, em casos de retratamento endodontico, devido
a alta prevaléncia de Enterococcus faecalis nos canais radiculares, esses microrganismos

podem ser os agentes causadores da endocardite bacteriana.

Para uma profilaxia antibidtica eficaz, os microrganismos que causam a
infeccao, assim como a sensibilidade antimicrobiana destes, devem ser conhecidos (GRAD,
1997). Segundo TOMASZ (1994), Enterococcus podem causar uma endocardite de dificil
tratamento devido a um numero crescente de espécies resistentes aos agentes beta-

lactamicos, aos aminoglicosideos ou a vancomicina.

Os resultados dos testes de suscetibilidade de 21 cepas de Enterococcus
faecalis, isolados no presente trabalho, mostraram que essas cepas foram sensiveis, in vitro,
ao grupo das penicilinas, porém, as concentragdes inibitdrias minimas da amoxicilina foram

inferiores as concentragdes inibitdrias minimas da penicilina. Esses resultados estdo de
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acordo com os estudos de RAMS et al. (1992), que verificaram que enterococos sao mais

sensiveis a amoxicilina do que a benzilpenicilina.

No presente estudo, nenhuma cepa produziu beta-lactamase. Esse achado
confirma achados prévios de que cepas de Enterococcus faecalis raramente produzem beta-
lactamases (SHEPARD & GILMORE, 2002). Quando a resisténcia aos antibidticos beta-
lactamicos ocorre, geralmente se deve a alteracdes nas enzimas as quais o antibiotico vai se
ligar, diminuindo sua afinidade pelos mesmos (MORRISON et al., 1997; FORBES et al.,
1998).

Os resultados do presente estudo mostraram que Enterococcus faecalis
continuam suscetiveis, in vitro, a amoxicilina. Entretanto, a falta de resisténcia as
penicilinas, nesse estudo, pode ser devido ao nimero reduzido de cepas investigadas e/ou a
diferencas geograficas. Trabalhos tém relatado resisténcia as penicilinas entre cepas de
enterococos isoladas de canais radiculares nos EUA (MATUSOW, 1981) e na Suécia

(DAHLEN et al., 2000).

Além de diferencas geograficas, o padrdo de resisténcia bacteriana pode
variar com o decorrer do tempo. ZELDOW & INGLE (1962) e ENGSTROM (1964)
reportaram que 100% dos enterococos isolados de canais radiculares eram sensiveis a
eritromicina. HEINTZ et al. (1975) encontraram mais de 90% das cepas suscetiveis,
enquanto STERN et al. (1990) encontraram 61,9% das cepas de enterococos sensiveis a
essa droga. Os resultados do presente estudo confirmaram o achado de que a
suscetibilidade de enterococos a eritromicina tem diminuido com o tempo. No presente
estudo, observou-se uma grande variagdo das CIMs (0,5->256 pg/mL) da eritromicina
capazes de inibir o crescimento de Enterococcus faecalis. Duas cepas foram classificadas
como resistentes (CIM >8 pg/mL) e 6 (28,5%) como sensiveis, enquanto a maioria dos
isolados (65,4%) apresentaram um padrdao de suscetibilidade intermediario. Resultados
similares foram relatados por SEDGLEY et al. (2004), que encontraram, entre 12
enterococos isolados da cavidade oral, 2 cepas resistentes a eritromicina, 2 (16,6%)

sensiveis, e 8 (66,6%) com um padrdo intermedidrio. Esses estudos revelaram que a CIM
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da eritromicina, quando testada contra enterococos, tem aumentado com o decorrer dos

anos, sugerindo que enterococos orais tém se tornado menos suscetiveis a essa droga.

A azitromicina ¢ capaz de atingir maiores concentragdes sanguineas do que a
eritromicina, sem os efeitos gastro-intestinais adversos (GRAD, 1997; ANDRADE, 1999).
A azitromicina, quando comparada com a eritromicina, apresentou ainda menor eficacia
contra enterococos, com apenas 14,2% dos isolados suscetiveis in vitro. Os resultados do
presente estudo estdo de acordo com os achados de FASS (1993). Esses autores também
relataram que ha resisténcia cruzada entre azitromicina e eritromicina, ndo sendo, portanto,

a azitromicina uma droga substituta em casos de resisténcia a eritromicina.

No presente estudo, resisténcia a eritromicina e a azitromicina foi encontrada
entre os isolados de E. faecalis. Esse microrganismo também apresenta resisténcia
intrinseca a clindamicina (MURRAY, 1990; MORRISON et al., 1997). Portanto, essa
droga nao ¢ clinicamente efetiva contra E. faecalis. Logo, em casos de pacientes alérgicos a
penicilinas, os regimes profilaticos alternativos recomendados para procedimentos
odontoldgicos parecem ser de limitado valor contra enterococos. Devido a predominancia
de E. faecalis em dentes com insucesso do tratamento endoddntico, drogas alternativas
devem ser consideradas para profilaxia, em casos de risco de endocardite, durante o
retratamento endodontico. Entre as drogas alternativas investigadas no presente estudo,
algumas cepas de E. faecalis apresentaram resisténcia a tetraciclina, a doxiciclina, ao

ciprofloxacino e ao cloranfenicol.

Resisténcia bacteriana a qualquer membro do grupo das tetraciclinas
geralmente resulta em resisténcia cruzada a outras drogas do grupo (CHAMBERS, 2001).
Este fato foi observado no presente estudo, onde as cepas resistentes ao cloridrato de
tetraciclina também foram resistentes a doxiciclina, com esta mostrando menores CIMs
contra E. faecalis. No presente estudo, resisténcia as tetraciclinas foi observada em 14,3%
das cepas, o que estd de acordo com os achados de DAHLEN er al. (2000), que
encontraram 13,8% dos enterococos isolados de canais radiculares resistentes a tetraciclina.

Outros estudos tém relatado porcentagens ainda maiores de E. faecalis resistentes a essa

70



droga: 58% (RAMS et al., 1992), 65.1% (UDO et al., 2002) e 68.5% (COTTER &
ADLEY, 2001). O aparecimento de cepas resistentes a tetraciclina tem diminuido a sua

utilidade na clinica.

No presente estudo, cloranfenicol foi efetivo contra 95,23% das cepas. Esse
achado esta de acordo com os achados de SEDGLEY et al. (2004), que encontraram 91%
dos enterococos orais sensiveis ao cloranfenicol. Entretanto, outros estudos tém relatado
resisténcia a esse antibiotico em 20% a 42% (COTTER & ADLEY, 2001; UDO et al.,

2002) dos enterococos nao-orais.

Entre as drogas testadas, vancomicina e moxifloxacino foram efetivas, in
vitro, contra todas as cepas de E. faecalis estudadas. Vancomicina ¢ uma droga altamente
ativa contra bactérias Gram-positivas, entretanto, deve ser empregada somente no
tratamento de infecgdes graves (ANDRADE, 1999; CHAMBERS, 2001). A administragdo
de vancomicina ¢ uma alternativa eficaz na profilaxia ou tratamento de endocardite
bacteriana causada por estreptococos do grupo viridans, € também por enterococos, em
pacientes de alto risco e alérgicos a penicilinas. Nesses casos, o tratamento da endocardite
bacteriana causada por enterococos ¢ realizado com o uso associado de vancomicina e
gentamicina (MURRAY, 1990; GRAHAM & GOULD, 2002). Todas as cepas examinadas,
no presente estudo, foram sensiveis a vancomicina. Estudos prévios da suscetibilidade de
enterococos orais também tém demonstrado a alta suscetibilidade desses microrganismos a
vancomicina (RAMS et al., 1992; DAHLEN et al., 2000). Entretanto, estudos de
enterococos nado-orais tém ressaltado o aparecimento de cepas resistentes & vancomicina,
especialmente cepas de Enterococcus faecium e, em menor freqiiéncia, cepas de
Enterococcus faecalis (MURRAY, 2000; MALANI et al., 2002). Essas cepas resistentes a
vancomicina tém aparecido como os principais patdogenos de infec¢des hospitalares, e
freqiientemente possuem determinantes que conferem resisténcia a multiplas drogas, de tal
forma que poucas opgdes terapéuticas restam para tratar essas infecgdes (MORRISON et

al., 1997; RICE, 2001; SHEPARD & GILMORE, 2002).
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Moxifloxacino foi um dos antibidticos mais eficazes contra Enterococcus
faecalis estudados, com as menores CIMsy, e CIMgy, 0 que esta de acordo com os dados
relatados em estudos prévios (SPECIALE et al., 2002; MATHER et al., 2002). Estudos
recentes tém revelado que moxifloxacino tem uma boa atividade antimicrobiana contra
patogenos periodontais (MILAZZO et al., 2002) e contra bactérias isoladas de abscessos
dento-alveolares (SOBOTTKA et al., 2002). Os ultimos autores sugeriram o uso em
potencial de moxifloxacino para o tratamento de infecgcdes odontogé€nicas. O presente
estudo revelou que moxifloxacino teve uma boa atividade in vitro contra as cepas de
Enterococcus faecalis isoladas de canais radiculares, e parece ser uma alternativa razoavel
para pacientes alérgicos a penicilina ou com resisténcia a antibidticos prescritos
comumente. Entretanto, por ser uma droga nova, ndo existe um numero suficiente de
trabalhos que permita avaliar a relacdo risco/beneficio do moxifloxacino no tratamento ou
profilaxia das infec¢des odontologicas. E importante ressaltar que o uso dessa droga ¢é
contra-indicado em criangas, jovens em fase de crescimento, gravidas e lactantes.
Moxifloxacino também deve ser administrado com preucacao em pacientes com historia de
desordem convulsiva e pacientes que fazem uso de certos antiarritmicos. Futuras
investigacdes envolvendo um numero maior de bactérias isoladas dos canais radiculares,
assim com a realizacdo de estudos clinicos seriam necessarios para testar o uso de
moxifloxacino como uma droga alternativa quando a terapia antibiotica ¢ indicada durante

o tratamento ou retratamento endodontico.

Nossos resultados mostraram que a microbiota do dente tratado
endodonticamente associado a lesdo periapical ¢ composta em sua maioria por bactérias
anaerobias facultativas e predominantemente Gram-positivas, sendo Enterococcus o género
bacteriano mais isolado. Entre as cepas de Enterococcus faecalis, amoxicilina e
amoxicilina + 4cido clavulanico apresentaram melhores resultados, ou seja, menores CIMs
quando comparadas a penicilina. Amoxicilina e amoxicilina + acido clavulanico
apresentaram atividade antibacteriana semelhante contra Enterococcus faecalis, com CIMs
bem proximas, € os testes comprovaram que as cepas estudadas ndao produziam beta-
lactamases. Desta forma, nesses casos, a associacao de amoxicilina + acido clavulanico nao

apresenta vantagem sobre o uso da amoxicilina de forma isolada. Logo, em pacientes de
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risco ao desenvolvimento da endocardite bacteriana, ou quando indicada terapia antibiotica
durante o retratamento endodontico, os resultados do nosso trabalho suportam a escolha da
amoxicilina como primeira op¢ao de droga terapéutica, por apresentar uma boa atividade
antibacteriana e ser de baixo custo. Para pacientes alérgicos a penicilina, moxifloxacino foi
um dos antibidticos mais eficazes, in vitro, contra Enterococcus faecalis. Entretanto uma
avaliacdo do risco/beneficio da dose minima dessa droga deve ser realizada antes da sua

prescrigdo na clinica odontologica.
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7. CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos e nas condigdes experimentais utilizadas

nesse estudo, pode-se concluir que:

1. A microbiota dos canais de dentes tratados endodonticamente
foi composta por um nimero limitado de espécies microbianas, predominantemente
Gram-positivas. Anaerobios facultativos, especialmente Enterococcus faecalis, sao

0s microrganismos mais comumente isolados.

2. Infecgdes polimicrobianas e anaerdbios estritos sdo
freqiientemente encontrados em canais de dentes tratados endodonticamente com

sintomatologia clinica.

3. As cepas de Enterococcus faecalis foram sensiveis, in vitro, a
amoxicilina e amoxicilina associada ao acido clavulanico. Como a producgdo de
beta-lactamases ndo foi detectada, em relagdo as cepas estudadas, a associagdo de
amoxicilina + acido clavulanico ndo apresenta vantagem sobre o uso da amoxicilina

de forma isolada.

4. Todos os isolados foram sensiveis a vancomicina e
moxifloxacino, enquanto a maioria foi sensivel a cloranfenicol, ciprofloxacino,
tetraciclina ou doxiciclina. Eritromicina e azitromicina foram menos eficazes contra

as cepas estudadas.
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Evaluation of root canal
microorganisms isolated from

teeth with endodontic failure and
their antimicrobial susceptibility

Finiteivo ET, Gomes BPFA, Ferraz CCR, Teixeira FB, Zaia AA, Souza-Fillo F.J.
Evaluation of root canal microorganisms isolated from teeth with endodontic failure
and their anti obial ptibility.

Chval Microbiol fmmunol 2003: 18: 100 03, @ Blackwell Munksgaard, 2003,

Studies of the microbiota from the canals of teeth with failure of endodontic therapy
have revealed that it differs markedly from that of untreated necrotic dental pulps. This
study aimed to evaluate the microbiota of 30 root-filled teeth with persisting
periapical lesions and to test the antibiotic susceptibility of the most prevalent species.
Microbial samples, isolation and speciation were done using advanced microbiologic
techniques for anacrobic species. A total of 55 bacterial species were isolated,

80% were gram-positives and 58% facultative anaerobic microorganisms. The bacterial
genera most frequently recovered were Enteracoceus, Streptococcus,
Peptostreptococcns and Actinomyees. Antibiotic sensitivity of Enterococcus faecalis
and Peptosireptococcus spp. was accomplished with the E-test system. All species
studied were susceptible to benzylpenicillin, amoxicillin, amoxicillin combined with
clavulanate. However, 20% of the £. faecalis strains were resistant to ervthromyein and
6% to azithromycin. [t was concluded that microbial flora in canals after endodontic

failure comprised predominantly facultative anaerobes and gram-positive species.
E. faccalis was the species most frequently isolated and showed erythromycin and

azithromycin resistance among the isolates.

The major factor associated with endodon-
tic failure is the persistence of microbial
infection in the root canal system (26).
These microorganisms may have survived
the hiomechanical procedures (27) or in-
vaded the canal via coronal leakage of the
root filling (3, 25).

Studies have revealed that the root
canal microbiota of teeth with failed en-
dodontic treatment differs from that nor-
mally found in untreated teeth (14, 21,
22, 30). It appears to be a very limited
assortment of microorganisms, with pre-
dominantly facultative anaerobic gram-po-
sitive species, especially Enterococcus
Jaecalis.

The genus Enterococeus, which is part
of the normal flora of the human gastro-
intestinal tract and female genital fract, isa
well-recognised cause of endocarditis, and
has developed high level resistance to anti-
microbial agents (11, 24).

Although chronic infections, such as
apical periodontitis in root-filled teeth,
generally do not require antibiotic therapy,
its prophylactic use has been recom-
mended for patients at risk of infective
endocarditis during endodontic re-treat-
ment (1). Thus, the aim of this study
was to investigate the microorgani
most commonly isolated from canals after
the removal of root-filling material during
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endodontic re-treatment, and to test their
antimicrobial susceptibility.

Material and methods
Clinical material

Patients were selected from those attend-
ing the Piracicaba Dental School, State
University of Campinas, UNICAMP, SP,
Brazil, for nonsurgical endodontic re-treat-
ment. Thirty teeth that had previously been
root-filled for more than 4 years and which
showed radiographic evidence of apical
periodontitis were included in the study.
A detailed medical and dental history
was obtained from each patient. Patients



medically compromised or having re-
ceived antibiotic treatment in the last 3
months were excluded from the study.
The Ethical Committee in Research of
the Dental School of Piracicaba approved
a protocol describing the specimen collec-
tion for this investigation, and all patients
signed an informed consent to participate
in the study.

Sampling procedure

All coronal restorations, posts and carious
defects were removed. Afler access cavity
preparation, the teeth involved were indi-
vidually isolated from the oral cavity with
a rubber dam, and disinfection was carried
out using 30% hydrogen peroxide and then
2.5% sodium hypochlorite. The solution
was inactivated with 5% sodium thiosul-
fate in order to avoid interference with
bacteriological sampling. Aseptic techni-
ques were used throughout root canal ther-
apy and sample acquisition, In each case a
single root canal was sampled in order to
confine the microbial evaluation to a single
ecological environment. [n multi-rooted
teeth, the root with periapical lesion was
selected. If there were periapical lesions in
all roots, the wider canal would be chosen.
The root-filling was removed using Gates
Glidden drills (Maillefer, Ballaigues, Swit-
zerland) and endodontic files without the
use of chemical solvents. rigation with
sterile saline solution was performed in
order to remove any remaining treatment
materials and to moisten the canal prior to
sample collection.

For microbial sampling, a sterile paper
point was introduced into the full length of
the canal (as determined with a pre-opera-
tive radiograph), and kept in place for 60 s.
In the cases that had previously been irri-
gated with saline, as many paper points as
possible were used to absorb all liquid or
fluid inside the canal. The operation field
was flushed with nitrogen gas during sam-
pling by means of a sterile cannula con-
nected to the gas cylinder. The paper point
sample from the root canal was immedi-
ately transferred to a transport medium-
VMGA III (4. 15) and transported within
15 min to the anacrobic workstation (Don
Whitley Scientific, Bradford, 1JK) in the
microbiology laboratory. The maximum
time between sample collection and la-
boratory processing was 4 h.

Microbial isolati
determination

and

Inside the anaerobic workstation, the tubes
containing the transport medium were
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shaken in a mixer for 60 s (Agitador MA

162-MARCONI, S0 Paunlo, SP, Brazil).

Serial 10-fold dilutions were made up to

1/10% in pre-reduced Fastidious Anaerobe

Broth (FAB. Lab M, Bury, UK) and 50 ul

of each serial dilution were plated onto

several media, as follows: 5% defibrinated
sheep blood FAA alone, and supplemen-
ted with nalidixic acid (0LO01 %, wiv), with

nalidixic acid and vancomyein (0.00025%,

wiv), and with neomycin (0.0075%, wiv)

for anaerobes (all of these isolation media
were purchased from Lab M, Bury, UK);

5% defibrinated sheep blood Columbia

agar (OXOID, Hampshire, UK) plates

for aerobes; and Sabowraud agar (OXOID)
supplemented with 100 pg/m] of chloram-
phenicol for yeasts.

For anaerobic culture, the plates were
incubated at37°C in an atmosphere of 10%
Ha, 10% CO; and 80% N for 2, 5 and 14
days. Columbia agar plates were incubated
acrobically at 37°C for 2 days, and Sabour-
aud agar plates were kept at room tem-
perature for up to 5 days.

After incubation, each plate was exam-
ined and the different colony tvpes sub-
cultured non-selectively onto blood FAA
plates to obtain pure culture. The colonies
were selected for further study based on
appearance. The pure cultures were then
Gram-stained, tested for catalase produc-
tion and their gaseous requirements estab-
lished by incubation for 2 days aerobically
and anaercbically. These procedures per-
mitted selection of the appropriate kit for
identification as follows: Rapid ID 32 A
(Bio Merieux, Marcy-1"Etoile, France) for
obligately anaerobic gram-negative and
-positive rods; RaplDd ANA IT System (In-
novative Diagnostic Systems [nc., Atlanta,
GA) for obligately anaerohic gram-posi-
tive cocel; APL Staph (Bio Merieux) for
staphylococe]l and micrococel; Rapid D
32 Strep (Bio Merieux) for streptococci:
Rapid NH System (Innovative Diagnostic
Systems Inc.) for Eikenella, Haemophilus,
Neisseria and dctinobacillus; 1D 32C Kit
(Bio Merieux) for yeast identification.

For the black-pigmenting gram-negative
anaerobes, the following additional tests
were also performed:

o fuorescence under long-wave (366 nM)
UV light;

+ haemagglutination of 3% sheep ervthro-
cytes;

o lactose fermentation by application of the
fuorogenic substrate  4-methylumbelli-
feryl-B-galactoside  (Sigma Chemical
Co., St Louis, MO-M-1633), according
to Alcoforado et al. (2);

o trypsin-like activity by application of
the synthetic fluorogenic peptide 7-(N-
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carbobenzoxy-glveylglyeylarginin-7-ami-
do)-4-methy] coumarin-HC1 {C-9396)
(7, 28).

Antimicrobial susceplibility tests

The antimicrobial susceptibility of isolates
was investigated by means of the E-test
System (AB BIODISK, Solna, Sweden).

The strains isolated of E. faecalis (n =
1), facultative anaerobic gram-positive
cocel, were tested for their susceptibility/
resistance to benzylpenicillin (PG}, amox-
icillin (AC), amoxicillin combined with
clavulanate (XL), eryvthromycin (EM),
and azithromyein (AZ). Clindamycin was
not tested because it is not clinically effec-
tive for Enterococcus spp. (19). Mueller
Hinton agar plates (OXO0ID) 4 mm thick
were inoculated using a swab that had been
submerged in a bacterial suspension stan-
dardized to match the turhidity of the 0.5
McFarland standard. The surface of the
plate was swabbed in three directions to
ensure a complete distribution of the in-
oculum over the entire plate. Within 20
min of moculation, the antimicrobial
agents” strips were applied and the plates
were inverted for incubation at 35°C in air
for 16 18 h. After incubation, the plate was
examined and an elliptical zone of growth
inhibition was seen around the strip, The
minimum inhibitory concentration (MIC)
was read from the scale on the strip at the
intersection of the growth with the E-strip.
Once the MICs for the antimicrobial agents
had been recorded, they were translated
into interpretative categories of suscepti-
ble, intermediate, or resistant according to
the guidelines of NCCLS (M 100 S10) (19).

Peptostreptococcus spp. (n = 6), obli-
gate anaerobic gram-positive coccl, were
also tested for their susceptibility/resis-
tance to benzylpenicillin (PG), amoxicillin
(AC), amoxicillin combined with clavula-
nate (XL) and clindamycin {CM). Obligate
anaerobe resistance to erythromycin (EM)
and azithromycin (AZ) could not be con-
fidently determined with the E-test system
because MIC break-points for resistance
have not been determined to date (18, 32).
Brucella agar (OXOID) supplemented
with 5% defibrinated sheep, 1% vitamin
K and 0.5% hemin were inoculated with a
bacterial suspension standardized to match
the turbidity of the 1 McFarland standard,
the strips were applied, and the plates were
incubated at 37°C in an atmosphere of 10%
Ha, 10% CO; and 80% N for 24 48 h. The
MICs values were interpreted according to
the guidelines of NCCLS (M100 S8/MI11
Ad) (18). Al the tests were done in dupli-
cate.
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Results

A total of 56 cultivable isolates belonging
to 29 different species (Table 1) were re-
covered from the 30 root canals examined
after root filling removal. Six root canals
had no cultivable bacteria; 13 cases pre-
sented a single microorgamism, in six of
them E. faecalis was the only microorgan-
ism isolated in the canal; two cases pre-
sented two species (B faecalis and

Propionibacteriion  acnes, Peptostrepto-

cocens micros and P. prevetii); and nine

were polymicrobial infections consisting
of three or more species per canal.

Facultative anaerobes accounted for
58% of all species isolated, and obligate
anaerobes accounted for 42%. There was a
predominance of gram-positive species
(80%).

The bacterial genera most frequently
recovered from the root canals were £n-
(36.7%), Streptococeus (30%),
Peptosireptococens (23.3%), Actinomyces
(13.3%), Prevotella (10%), Staphylococ
cug (10%), Gemella (10%), Fusob i
(6.7%), Veillonella (6.7%), Lactobacilfus
(6.7%), Propionibacterinm (3.3%) and
Haemophilns (3.3%).

+ Enteracoccus faccalis was the bacterial
species most frequently recovered, being
found in 11 (45.8%) of the 24 canals with
bacteria. These microorganisms were
tested for their antimicrobial susceptibil-
ity. All E. faecalis strains studied were
susceptible to benzylpenicillin, amoxicil-
lin and amoxicillin combined with clavu-
lanate. However, MIC of amoxicillin and
amoxicillin combined with clavulanate
(138 0.75 pg/ml)ywaslowerthan for ben-
zylpenicillin(1.5 3.0 pg/ml). The MIC of’
erythromycin varied between .5 and
=256 ug/ml and resistance was verified

withtwo isolates. Six strains were foundto
be resistant to  azithromycin (8 fo
=256 pg/ml).

Peptostreptococens prevotii was  the
second bacterial species most com-
monly isolated (five strains). Some spe-
cies of Peptostreptococens, as the most
prevalent anaerobes, were also tested
with the E-test System. Peptostrepto-
cocens spp. were susceptible to all anti-
biotics studied presenting low MIC
values: benzylpenicillin (0.094 0.38 pg/
ml); amoxicillin (0.25 0.5 pg/ml); amox-
icillin combined with clavulanate (0.19
(.75 pg/ml) and clindamycin (119
(.38 pg/ml).

Discussion

Microorganisms were recovered from 24
(80%) teeth. In 13 cases, one strain per
canal was found. Of the total microbial
species isolated, 80% were gram-positives
and 58% facultative anaerobic microor-
ganisms. These findings agree with those
reported by Sundqvist et al. (30) who found
monoinfections in 19 of 24 root-filled teeth
with microbial growth, 58% of facultative
anaerobes and 87% gram-positive micro-
Organisms.

The microflora of root canals with failed
treatment differs from that encountered in
necrotic dental pulp, which is mixed, com-
prising gram-negative and -positive and
mostly anaerobic microorganisms (9, 10,
3.

In the present study, the most frequently
isolated bacterial genera from root-filled
teeth with periapical lesions were Enter-
ococcis, Streplococcus, Peplostreptococ-
cus and Aerinomy with
previous findings (14, 30). Candida albi
cans was recovered in one case, confirming

L N agr

Table 1. Prevalence of microbial species found in two or more of 30 root-filled canals

Microbial species

Mo. of root canals

Percentage of rool canals

the fact that fungi can be found in cases of
endodontic failure (14, 16, 22, 30).

E. faecalis, which makes up a small
percentage of the flora in the original root
canal infection, is the bacterial species
most frequently recovered in root-filled
teeth. In this study, they were isolated from
45.8% of the canals with bacterial growth.
This finding agrees with those reported by
Molander et al. (14) and Sundgvist et al.
(30), who respectively found E. faecalis in
47 and 38% of previously root-treated
canals with positive culture. Peciuliene
et al. (21, 22) reported (in two studies) a
higher isolation frequency of this micro-
organism: 70 and 64%.

E. faccalis 1s a well-recognised cause of
endocarditis. In compromised patients,
antibiotic prophylaxis to prevent endocar-
ditis that occurs following endodontic re-
treatment of roof-filled teeth should be
directed primarily against these microor-
ganisms. Emerging antibiotic resistance in
Enterococcus spp. has been shown in re-
cent studies (11), especially against peni-
cillin, the drug of choice.

Our results showed that all E. faecalis
strains studied were susceptible to benzyl-
penicillin, amoxicillin and  amoxicillin
combined with clavulanate, However, the
MIC of amoxicillin and amoxicillin com-
bined with clavulanate was lower than for
benzylpenicillin. These findings are in
agreement with Nord & Wadstrom (20)
and Rams et al. (24) who found that oral
enterococcl were more sensitive to ampi-
cillin than to benzylpenicillin. Neverthe-
less, the lack of enterococcal resistance to
penicillins in this study may be due to the
limited number of strains investigated. The
presence of enterococcal strains resistant
to penicillin and ampicillin has been re-
ported in endodontic infections (5, 13),
which underlines the need to perform sus-
ceptibility tests of these isolates,

In this study, ervthromyecin resistance
was detected among the isolates. Previous

tudi have also found Ewterococcus

B3 B3 B3 B2 W ED BD RD LA RS B LD e

Enterococcus faccalis
Streptococcus sanguis
Streptococcus mitis
Streptococons constellatuy
FPeptostreptococens prevotii
Peptostreptococens micros
Prevotella buccae
Actinomyces naesiundii
Gemelia movbilforum
Staphviococcus lentus
Fusobacterium necrophorum
Vetllomella spp.
Lactobaciliys acidophiius

36.7
10
6.7
6.7
16.7
6.7
6.7
6.7
10
6.7
6.7
6.7
6.7

The following species were isolated from single root canal: Strepfococcus anginoss, 8. mfans, S
aralis, 8. saltvarius, Peplostreptococcus magnus, P saccharolyticus, Prevotella intermedia, P.
melaninogenica, F. corporis, P. loescheli, Actinomyces odontolyticus, A, viscosus, Staphvlococcus

aureus, Frop M dches,

i hil

aphraphilus, Candida albicans.
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strains resistant to erythromycin (20, 24,
29). Fass (8) reported in his study that there
was cross-resistance between azithromy-
cin and erythromycin, and that azithromy-
cin was less effective against Enterococcus
spp. than erythromycin. This was also ob-
served in our study.

The Enterococcus  strains  studied
showed low susceptibility for azithromy-
cin and erythromycin, Furthermore, clin-
damycin and cephalosporing  are not
clinically effective for Enterococeus spp.
(19). So, when patients are allergic to
penicillins, the altemmative prophylactic
regimens  recommended  for  dental



procedures (6) are of limited value against
enterococcl. Our data suggest that, due to
the predominance of E. faecalis in root-
filled teeth with periapical lesions, alter-
native drugs should be considered for
prophylaxis in individuals at risk for en-
docarditis during endodontic re-treatment.
Further investigation involving a larger
number of enterococcal strains isolated
from endodontic infections and testing
different antibiotics, such as vancomycin
and aminoglycosides, would improve
knowledge about the patterns of suscept-
ibility of oral enterococel.
Peptostreptococcus spp, were highly
susceptible to benezylpenicillin, amoxicil-
lin and amoxicillin comhbined with clavu-
lanate. These results are in agreement with
Yamamoto etal. (1989). However, Hunt &
Mever (12) detected emerging resi e
to penicillin in Peptostreptococcus spp.
isolated from root canals with acute symp-

toms. Clindamycin was also effective
against all Peptosireptococens spp. stu-
died, confirming previous findings of the
high effectiveness of this drug in anaerobic
infections (7, 13, 23).

In conclusion, our results have shown
that the flora of canals with failure of root
canal treatment comprised a limited num-
ber of microbial species, predominantly
gram-positive ones. Facultative anaerobes,
especially £, fuecalis, were the microor-
ganisms most commonly isolated from
teeth with failed endodontic treatment.
The strains studied were susceptible to
benzylpenicillin, amoxicillin and amoxi-
cillin combined with clavulanate. How-
ever, L. faecalis showed erythromycin
and azithromyein resistance among the
isolates.
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Abstract

Pinheiro ET, Gomes BPFA, Ferraz CCR, Sousa ELR,
Teixeira FB, Souza-Filhe FJ. Microorganiems from canals of
root-filled teeth with periapical lesions. hfermational Endodontic Jour-
naal 36, 1-1, 2003

Aim The objective of the present study was to identify
the microbial flora within root canals of teeth with
failed root-canal treatment and to determine the asso-
clation of the various species with clinical features.
Methodology Sixty root-filled teeth with persisting
periapical lesions were selected for this study During
nensurgical endedontic re-treatment, the root-filling
material was removed and the canals were sampled.
Microbial sampling, isolation and species determina-
tion were performed using advanced microbiclogical
techniques for anaerobic species. The association of
microbiological findings with clinical features was
investigated.

Results Microorganisms were recovered from 51
teeth. In most cases, one or two strains per canal were
found. Of the microbial species isolated, 57.4% were
facultative anaerobic species and 83.3% Gram-positive
microorganisms, Enterococcus faccalis was the most

Introduction

Bacteriaortheir productsareconsideredtobethe primary
aetiological agents of pulpal necrosis and periapical
lesions (Kakehashi et al. 1965, Moller et al. 1981, Takahashi
1998} Therefore, their elimination is one of the most
important steps in root-canal treatment. In most cases
failure of root-canal treatment occurs when treatment

Correspondence: Dr Brenda B F. A, Gomes, PhD, MSc, BDS, Endodontla,
Faculdade de Odontologla de Piracicaba, FOP-UNICAMP, AvenidaLime
ira 901, Piracicaba 13414-018, SE Brazil {Tel.: 455193412 5215, fax:
#3519 3412 5218; e-malil: bpgomes@ lop.untcamp.bor).
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frequently recovered bacterial species. Obligate anae-
robes accounted for 42.6% of the species and the most
frequently isolated genera was Peptosireplococcus,
which was associated with elinical symptoms
(P < (L01). Significant associations were also observed
between: (a} pain or history of pain and polymicrobial
infections or anaerobes (P < 003) (b} tenderness to
percussion  and  Prevofella  intermedia/P. nigrescens
(P < 0.05% (¢} sinus and Streptococeus spp. (P < 0001}
or Actinomyces spp. (P < 001} (d) coronally unsealed
teeth and Streptococcus spp. or Candida spp. (both with
P < (400)

Conclusion The microbial flora in canals after [ail-
ure of root-canal treatment were limited to a small
number of predominantly Gram-positive microbial
species. Facultative anaerobes, especially E. faecalis,
were the most commonly isolated microorganisms,
however, polymicrobial infections and obligate anae-
robes were frequently found in canals of symptomatic
root-filled teeth.

Keywords: endedontic failure, microbiclogy, root-
canal therapy.

Received 4 June 2001; accepted 16 August 2002

procedures have not met a satisfactory standard for con-
trol and elimination of infection {Nair et al. 1990, 1999,
Lin et al. 1991} Persisting bacteria in root canals may be
those originally present in the necrotic pulps that survive
the biomechanical procedures, which may be located in
missed canals or uninstrumented areas of the canals
(Fukushima et al. 1990, Ida & Gutmann 1995, Sjbgren
et al. 1997). Conversely, bacteria may originate from the
oral cavity, contaminate the root canal during treatment
owing to inadequate aseptic control (Siven et al. 1997), or
invade the root-filling viacoronal leakage after root-canal
treatment (Torabinejad et al. 1990, Magura et al. 1991,
Ray & Trope 1995, Cheang 1996).
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Although it has been reported that nonmicrobial fac-
tors may be implicated in root-canal treatment failure,
the literature suggests that persistent intraradicolar or
secondary infections are the major causes of the failure
of root-canal treatment (Siqueira 2001} Recent studies
using advanced microbiological technigues for anaero-
bic species (Molander et al. 1998, Sundquist et al. 1998,
Peciuliene et al. 2000, 2001} have revealed the composi-
tion of root-canal microbiota after failed treatment dif-
fers from that normally found in untreated teeth. The
necrotic pulp presents a polymicrobial flora character-
ized by a wide variety of combinations of bacteria, aver-
aging 4-7 species per canal, predominantly anaerobic,
with approximately equal proportions of Gram-negative
and -positive bacteria (Sundquist efal. 1989, Baumgartner
& Falker 1991, Sundqvist 1992a,b, Sato et al. 1993, Gomes
el al. 1994, 1996a,b; Gomes 1995, Baumgartner et al.
1999). In contrast, the microbial flora detected in
previously root-filled teeth with apical periodontitis can
be characterized as moneinfection with predominant-
ly Gram-positive microorganisms, with approximately
equal proportions of lacultative and obligate anaerobes
(Sundqvist et al. 1998} Molander et al. (1998} found that
facultative anaerobic species predominated amongst the
isolates (69% of identified strains). Enterococcus faecalis
were themost commonlyisolated speciesfromrooteanals
of teeth with [ailed endodontic treatment (Molander et al.
1998, Sundqvist et al. 1998, Peciuliene etal. 2000, 2001}

Whereas follow-up studies on the root-canal treat-
ment report success rates of 85-96% (Swarlz et al. 1983,
Sjégren et al. 1990, Smith et al. 1993}, the literature has
indicated that the success of re-treatment of teeth with
apical periodontitis is lower, with an overall successrate
of 66% (Allen et al. 1989, Hepworth & Friedman 1997).
Molander et al. (1998) suggested that this poorer prog-
nosis in root-canal re-treatments may be associated with
difficultiesintheelimination of the particularmicroflora
in cases of root-canal treatment failure. A thorough
knowledge of this microflora could guide new strategies
to combat infection, leading to a better prognosis for
root-canal re-treatments. The aim of the present study
was to investigate the microbial flora of teeth with failed
root-canal treatment and the association of constituent
species with clinical features.

Materials and methods

Clinical material

Patients were selected (rom those who attended the
Piracicaba Dental School, SP. Brazil, with a need for
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nensurgical endodontic re-treatment. A detailed medi-
cal and dental history was obtained from each patient.
Patients who had received antibiotic treatment during
the last 3 months or had a generaldisease were excluded
from the study. The Bthical Committee in Research of
the Dental School of Piracicaba approved a protocol
describing the specimen collection for thisinvestigation,
and all patients signed informed consent to participate
in the study.

Sixty teeth were included; all had been previously root
filled and showed radiographic evidence of apical period-
ontitis. Failare of root-canal treatment was determined
onthe basisof clinical and radiographical examinations.
Most of the teeth (90%) had been root-canal-treated
more than 4 years ago; in six cases teeth had been root
filled more than 2 years ago and the patients presented
with persistent symptoms and/or discomfort to percus-
sion. The following features were recorded for each
patient, so that they could be correlated with the micro-
bial findings: tooth type, clinical symptoms, presence
or absence of a sound coronal restoration (i.e. a perma-
nent restoration that clinically and radiographically
appeared sealed), caries, sinus, swelling of periodontal
tissues, tenderness to percussion, mobility, periodontal
status of the tooth, status of the root canal in terms of
whether dry or wet {the term ‘wet canal’ in this study
means presence of exudate), and the radiographic qual-
ity of the root-canal filling. Coronal restorations were
categorized as defective if there were open margins, frac-
ture or recurrent decay. Initial root fillings were classi-
fied as geod if no voids were present and were within
2 mm of the radiographic apex. If one or more of these
criteria were not met, these were classified as poor
(Ray & Trope 1995

Sampling procedure

All eoronal restorations, posts and carious defects were
removed. After access cavity preparation, the teeth were
individually isolated from the oral cavity with a rubber
dam, and disinfected with 5.25% sediom hypochlorite.
The solution was inactivated with 5% sodium thiosul-
phate in order to avoid interference with bacteriological
sampling. Aseptic technigues were used throughout
root-canal treatment and sample acquisition. In each
case, a single root canal was sampled in order to confine
the microbial evaluation to a single ecological environ-
ment. [n multirooted teeth, the root with the periapical
lesion was selected. If there were periapical lesions in
all roots, the wider canal was selected. The root fill-
ing was removed using Gates—Glidden drills (Dentsply
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Maillefer, Ballaigues, Switzerland) and endodontic files
without the use of chemical solvents. Irrigation with
sterile saline solution was performed in order to remove
any remaining materials and to moisten the canal prior
to sample collection.

For microbial sampling, asterile paper pointwasintro-
duced into the full length of the canal (as determined
with a preoperative radiograph), and kept in place for
6() s. Inthe cases that had been previously irrigated with
saline, as many paper points as possible were used to
absorb all liquid or fluid inside the canal. The canal ori-
fice was flushed with nitrogen gas during sampling.
The paper point samples from the root canal were trans-
ferred immediately to a transport mediom — VMGA 111
(Miller 1966, Dahlén etal. 1993) and transported within
15 min toan anacrobic workstation (Don Whitley Scien-
tific, Bradford, UK) in the micrebiology laboratory. The
average time between sample collection and laboratory
processing was 4 h.

Microhial isolation

Inside the anaerobic workstation, the transport media,
containing glass beads with a diameter of 3 mm to facil-
itate mixing and homogenization of the sample, were
shaken thoroughly in a mixer for 60 s (Agitador MA
162-MARCONI, Sao Paulo, SF, Brazil). Serial 10-fold dilu-
tions were made up to 1/10* in fastidious anaerobe broth
(FAB, Laboratory M, Bury, UK) and 50 pL of each serial
dilution were plated onto several media using sterile
plastic spreaders.

Obligate anaerobes and facultative anaerobes were
cultured nonselectively on plates containing 5% defibri-
nated sheep blood-fastidions anaerobe agar (FAA,
Laboratory M, Bury, UK) incubated at 37 °C in an atmo-
sphere of 10% H,, 10% CO, and 80% N, for 2, 5 and
14 days. Selecting for Gram-positive anaerobes and acti-
noemyeetes involved the use of a 5% defibrinated sheep
blood-FAA + nalidixic acid (NAL, 0.001% w/v, Labora-
tory M, Bury, UK} agar plate at 37 "C anaerobically, for
2,5 and 14 days. Selecting for Gram-negative anaerobes
involved the use of a 5% defibrinated sheep blood-
FAA + NAL + vancomycin  (VAN, 000025%  wy,
Laboratory M, Bury, UK} agar plate at 37 °C anaerobi-
cally for 2,5 and 14 days. Selection for clostridia and
other anaerobes involved the use of a 5% blood-
FAA + neomycin (NEO, (L0075% w/v neomycin, Labora-
tory M, Bury, UK} agar plate at 37 °C anaerobically, for
2,5 and 14 days.

To detect aerobes and facultative anaerobes the sam-
ples were inoculated onto 5% defibrinated sheep blood-
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Columbia agar plates and incubated aercbically at
37 *Cfor 2 days.

After incubation, each plate was examined and the dif-
ferent colony types subcultured onto plates to obtain
pure culture. The colonial appearance was used for
selecting the colonies for further study. Pure cultures
were then initially identified according to their Gram
morphology, ability to produce catalase and gaseous
requirements.

Gasepus requirements were determined as follows:
each colony obtained by anaerobic incubation was used
toinoculate two plates of 5% sheep blood Columbia agar.
One was incabated for 2 days aerobically and the other
for the same length of time anaerobically. The respective
plates were then compared. Strict anaerobes were those
which areable to grow only ander strictly anaerobic con-
ditions,

These procedures permit the primary identification of
the strain as Gram-positive or -negative, coccus or bacil-
[us, catalase-positive or -negative, and aerobic and anae-
robic. Based on these primary results, the appropriate
kit for identification was selected.

Microbial species determination

The following identification kits were used for primary
speciation of individual isolates: Rapid [D 32 A (Bio Mer-
feux, Marcy-I'Etoile, France) for obligate anaerobic
Gram-negative and -positive rods; RapID} ANA II System
{Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA, USA)
for obligate anaerobic Gram-positive coccl; API Staph
(Bio Merieux, Marcy-l'Etoile, France} for staphylococci
and micrococel (Gram-positive cocel, catalase-positive):
Rapid 1D 32 Strep (Bio Merienx, Marey-I'Etoile, France}
for streptococel (Gram-positive cocei, catalase-nega-
tive); Rapid NH System {Innovative Diagnostic Systems
Ine., Atlanta, GA, USA) for Eikenelle, Heemophilus, Neis-
seria and Actinobacillus.

These kits are based on distinet biochemical tests
{enzymatic reactionsh Each kit, therefore comprises
rows of individual capules (each containing a different
substrate) to which inoculum is added. After a period
{4 h for most species but 18 h for Staphylococcus spp) of
incubation, and subsequent addition of the reagents,
precipitation or colour changes appear in individual
cupules. Typically, a positive test is observed as a colour
change when a chromogenic substrate in an individual
cupule is hydrolysed and liberates a coloured product.
The results were read visually and identification of
the strains was interpreted with the Analytical Profile
Index.
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For the black-pigmenting Gram-negative anaerobes,
the following additional tests were also performed: (a)
fluorescence under long-wave (366 nm) UV light; (b}
haemagglutination of 3% sheep erythrocytes; (c) lactose
fermentation — by application of the fluorogenic subs-
trate 4-methylumbelliferyl-B-galactoside (Sigma Chemi-
cal Co., 8t Louis, MO-M-1633), according to Alcoforado
et al (1987} and (d) trypsin-like activity by application
of the synthetic floorogenic peptide 7-(N-carbobenoxy-
glyeylglyeylarginin-7-amido)-4-methyl coumarin hydro-
chloride (C-9396} (Nakamura et al. 1984, Slots 1987).

Statistical analysis

The data collected for each case (clinical and radio-
graphic features, and the bacteria isolated} were entered
intoaspreadsheet (QUATTRO Pro, Borland International
Ine., Scotts Valley, CA, USA} and analysed statistically
using SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, USA) The
Pearson chi-square test or the one-sided Fishers exact
test, as appropriate, was chosen to test the null hypoth-
esis that there was no relationship between: (a) clinical
symptoms (pain or history of pain), clinical signs (sinus,
swelling, canal exudate, tenderness to percussion), pre-
sence and quality of coronal restorations, quality of the

Table 1 Microorganisms lound in 60 canals after removal of
the root filling

previous endodontic treatment; and (b) the presence of
any particular species of bacteria in previously root-
treated canals,

Results

Forty-seven teeth weresingle-rooted and13 multirooted.
Five patients presented for treatment with acute pain.
The remainder had no spontaneous pain, although 20
gave a history of previous pain. Tenderr

1RE L0 perco ssion
was present in 20 teeth and a sinus tract was detected
in five patients. Thirty-seven teeth were restored with a
permanent coronal restoration, 22 of which were defec-
tive and 15 sound. Ten teeth were restored with tempor-
ary restorative materials showing breakdown or
fracture, and 13 had no restorations. Previous gutta-
percha fillings were present in all teeth. Upon radio-
graphic examination, 22 teeth had good root fillings,
whilst 38 had poorly obturated canals.

Onehuandred and eighteultivable isolates belonging to
37 different species (Table 1} were recovered from the
6 root canals examined after root filling removal. Nine
(15%) root canals had no cultivable bacteria; 28
(46.7%) cases presented a single microorganism, in 18
of them Enterococcus faecalis was the only microorgan-
ism isolated from the canal; 8 (13.3%}) cases presented
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Micrahial Mo of roct Parcentage of
SDBCIes canals reot canals
E. faccalis 27 45
E. fascium 1 17
5. constefiatus B 83
8. sangus 4 67
5. rmitis 2 i3
5. anginosus 2 33
5. midans 1 17
5. orafis 1 17
&, salivariug 2 33
B prevotii [ LH
B miicros 5 B3
P iagrics 1 17
P saccharolyticus 1 17
A, naeshundi 4 67
A odoatalyticus 3 5
A, viscosus 3 5
FPrevotells buccae 3 5
Fintermediainigrescens 3 5
P melaninogenica 1 17
B eorporis 2 33
F loeschei 1 17
FPrapioni, acnes 4 67
B proplonicam 1 17
Gemelia morbillorurm 4 67
Verllorelfz spp 4 67
Fusob i f 1 17
£ nuclesaturr 1 17
Fusabacteriam spo. 1 17
Lactobacillus acidophilus 2 33
8 lertus 2 33
Haemophius aphrophilus 1 17
Eubacisrium lontum 1 17
Bifidobacteriumn spp. 1 17
Clastridiun subleaminale 1 17
Lactococcus factis cremonts 1 17
Caprocytophaga spp. 1 17
Candicla spp. 2 33

two species and 15 (25%) were polymicrobial infections
consisting of three or more species percanal. The elinical
and radiographic features and microbial findings of each
case are presented in Table 2,

Facultative anaerobes accounted for 57.4% of all
species isolated, and obligate anaerobes accounted for
42.6%. There was a predominance of Gram-positive spe-
cies (83.3%). The prevalence of bacterial genera found
in the 60 root canals is shown in Fig. 1. E. faecalis was
the bacterial species most frequently recovered, being
found in 27 (52.94%) of the 51 canals with bacteria, 18
times in pure culture,

Clinical features were present in teeth associated with
60 canals as follows: spontaneons pain (5/60), history

© 2003 Blackwall Publishing L
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Figure 1 Prevalence of bacterial generafound in 60 teeth with failed endodontic treatment.

of pain (20/60), tenderness to percussion (20/60), sinus
(5/60), swelling (1/60) and wet canal (5/60). Rootfilled
teeth with pain or history of pain were associated with
the presence of polymicrobial infections and anaerobes
(P < 005), including Prevotella spp. (especially P inter-
media/P nigrescens) and Pusobaterium spp. (P < 005)
Spontanecus pain was especially assoclated with the
isolation of Peptostreptococcus spp. (P < Q0L Ten-
derness to percussion was observed in 20 root canals
and was associated with P intermedia/F nigrescens
(P < 005). Five cases ol sinus were associated with
the findings of Streptococous spp. (P < 0001) and
Actinomyces spp. (P < 0.01), especially A. nagslundii
(P < Q00L). Coronally unsealed teeth showed a signifi-
cant association with Streptoesecus spp. (P < (001) and
Candida spp. (P < (WL

There were no significant relationships between the
radiographic status of the endodontic treatment and
the presence of any particular species of bacteria
(P > 005). However, poorly obturated canals were
found to be associated with polymicrobial infections
(P = (.05).

& 2002 Blackwel Publishing Lid

Discussion

In the present study, microorganisms were recovered
from 51 of the 60 teeth examined. The finding that 15%
of rootcanals had ne cultivable bacteria was not entirely
unexpected; sarlier studies were unable to isolate bac-
teria from 55.6% (Sundqvist etal. 1998), 26.6% (Melander
etal 1998) 20% (Peciuliene et al. 2000) and 17.5% (Pecia-
liene et al. 2001) of teeth where chloroform was not used
to dissolve the gutta-percha. However, failure to detect
bacteriadoes not prove theirabsence, Althoughthe sam-
pling technigques and laboratory procedures used in this
study have been previcusly shown to be highly effective
(Gomes et al. 1994, 19964, b.¢; Gomes 1995), itis possible
that some microorganisms could have been lost, espe-
cially if the number of microorganisms present in the
rootcanalwas verylow orif they were presentin inacces-
siblearsas suchas anatomical branches andapical areas
obliterated by the previous treatment Farthermore,
some microorganisms conld have been removed toget-
her with the previous root filling and debris (Sundqvist
et al. 1998).
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The results showed that amongst the 51 teeth with
positive cultare, 28 cases presented a single species, 8
cases presented two species, and 15 cases presented poly-
microbial infections consisting of 3 or more species per
canal. These findings agree with those reported by
Sundqvist et al. (1998) who found moneinfections in 19
of 24 teeth with bacteria. The same authors suggested
that teeth with poor root-canal treatment are more likely
to have a flora similar to that found in untreated canals
than the teeth with apparently well-cleaned canals.
The present investigation involved teeth with good and
poor root-canal fillings, and showed a significant asso-
clation between poorly obturated canals and polymicro-
bial infections (P < 0.05). It also involved symptomatic
or asymptomatic teeth, and again polymicrobial infec-
tions were associated with spontaneons pain or history
of pain (P < 005},

Of the total bacterial species isolated, 57.4% were
facultative anaerobes and 83.3% Gram-positive species.
This finding is in accordance with earlier studies by
Sundqvist et al. (1998} and Molander et al. (1998), who
found 58 and 69% facultative anaerobes and 87 and
743% Gram-positive microorganisms, respectively. In
the present study, the facultative anaerobic genera most
frequently isolated were Enterococcus, Streptococcus
and Actinomyces, in agreement with previous findings
(Sundqvist et al. 1998}

Obligate anaerobes accounted for 42,6% of the species
and the most frequently isolated genera was Peptostrep-
tococcus, which was significant associated with clinical
symptoms. FPrevotelln spp. (especially B imtermedia/
B nigrescens) and Fusobacterium spp. were frequently
isolated from canals of root filled teeth with pain or his-
tory of pain. P intermedia/P. nigrescens was associated
with tenderness to percussion. Several studies investi-
gating the microbiology of primary infected root canals
also reported a relationship between the presence of
anaerobes with clinical symptoms, whilst oral strepto-
cocci and enteric bacteria were frequently isolated from
asymptomatic teeth (Yoshida et al. 1987, Baumgartner
1991, Gomes et al. 1994, 1996a),

The presence of a sinus tract was associated with
either Streptococcus spp. or Actinomyces spp., especially
A. nagslundii. In all but one case the root canals had a
mixed flora. Anaerobes belonging to Prevotella, Peptos-
treptococcus and Fusobacterium species and also faculta-
tive anaercbes such as E. fuecalis were also isolated.
Gomes etal. (1994, 1996a) also found that the microbiota
present in teeth with a sinus was predominantly mixed.

Facultative anaerobic and Gram-positive bacteria,
such as Emterococcus, Streptococcus and Actinomyces,
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are more resistant to instruomentation and to antiseptic
agents, and therefore can be expected to persist more fre-
quently intherootcanal after inadequate root-canal pre-
paration and obturation (Cavalleri et al. 1989, Gomes
etal. 1996¢, Molander et al. 1998), Persisting microorgan-
isms or their products can maintain an infections pro-
cess and cause treatment failure.
Molander et al. (1998}, facultative anaerobes can survive
in a quiescent phase with low metabolic activity for a
period of time, and factors such as coronal leakage can
change the nutritional conditions and contribute to bac-
terial growth.

E. faccalis was the bacterial species most frequently
recovered, being found in 52.94% of canals with bacter-

According to

ial growth. This finding agrees with those reported by
Molander et al. (1998} and Sundqvist ef al. (1998} who,
respectively, found E. faccalis in 47 and 38 % of previously
root-treated canals with positive culture. Peciuliene
et al. (2000, 2001) reported a higher isolation frequency
of this microorganism: 70 and 64%, respectively.

In the present study, E. feecalis was Isolated in pure
culture in 18 of the 27 cases where this species was pre-
sent. Peciuliene et al. (2000, 2001}, respectively, isolated
this microorganism in pure culture in 5 of 14 cases
and in 11 of 21 teeth. Studies have shown the pathogeni-
city of this species in monoculture (Fabricius et al.
1982} E. jrecalis has demonstrated the capacity to sur-
vive inanenvironment inwhich there are scant available
nutrients and in which commensality with other bac-
teriais minimal (Sundgvist et el. 1998}, It has been postu-
[ated that a virulence factor of E faecalis in failed
endodontically treated teeth may be related to the ability
of E. faecalis cells to maintain the capability to invade
dentinal tubules and adhere to collagen in the presence
of human serum {Love 2001).

E. faecalis makes up a small percentage of the flora in
the original infection and may be favoured by the chan-
ged ecology In the root canal and establish infections
which are difficult to treat (Engstrém 1964, Goldman &
Pearson 1969, Cavalleri et al. 1989, Sundqvist 1992a).
Gomes etal. (1996¢) showed that E. faecalis was more fre-
quently recovered from the canalsin later appointments
after biomechanical treatment procedures. Sundguist
etal. (1998) reported that from nine cases in which E. fae-
calis was isolated in initial samples during root-canal
re-treatment, five root canals contained this bacterial
species after cleaning and shaping and the use of cal-
cinm hydroxide as medicament. Molander et al. (1993}
suggested that the use of calcium hydroxide as an intea-
canal dressing may be one of the reasons for selection
of E. faecalis in root canals, as these bacteria are able to
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survive high pH values (Bystrom et al. 1985, Haapasalo &
Orstavik 1987}, and could have a negative impact on
the prognosis. However, Peciuliene et al. (2000) found a
high frequency of E. faecalis in teeth in which calcium
hydroxide was not used for treatment, indicating that,
rather than previous chemical treatment, it isthe ecolo-
gical condition of the incompletely filled root canal that
is important for the presence of this microorganism.

According to Siren et al. (1997), Enterococcus spp. and
other enteric bacteria may enter the root canal during
treatment owing to inadequate isolation of the working
area, leakage of the temporary filling or in cases where
the root canal had been incorrectly left open for drai-
nage. The same study showed that the number of failed
cases was significantly higher in teeth that harboured
enteric bacteria than in teeth that harboured nonen-
teric-bacteria.

As the root-canal treatment of the teeth investigated
in this study were carried out by unknown operators,
microbial samples were not collected before root-canal
filling. Therefore, it is not possible to determine whether
the microorganisms recovered had persisted aflter prior
root-canal treatment, had contaminated the root canal
during treatment or had invaded the root filling via cor-
onal leakage after root-canal treatment.

In the present study, coronal leakage (by defective cor-
onal restorations, old temporary restorative materials
or coronally unsealed teeth) was detected in most of
the teeth (45/60), and may have influenced the microbial
findings. In the cases of absence of a coronal restoration,
significant relationships were found with Streptococcus
spp. (P < 001} and Candida spp. (P < 0.01).

Although fungi have usually not been found in the
initial flora of root-canal infections, their presence is
more common in persistent infections after root-canal
preparation, probably as a result of contamination dur-
ing treatment, or in cases of root-filled teeth with ther-
apy-resistant periapical lesions (Nair et al. 1990} In the
present investigation, Candida spp. was recovered in 2
of 60 cases. This agrees with those of Sundgvist et al.
(1998} and Melander et al. (1998} who reported the pre-
sence of this microorganism in 2 of 54 teeth and in 3
of 100 teeth examined, respectively. Peciuliene et al
(2001) found Candida albicans in 6 of 40 teeth studied.
Waltimo et al. (1999) have shown that Candida spp. are
highly resistant to antiseptics and disinfectants com-
monly used as endodontic irrigants and medicaments.
These microorganisms have been isolated in pure cul-
tures from root-canal infections, a fact that may indicate
that these are pathogenic in apical pericdontitis (Wal-
time et al, 19971
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Conclusion

In conclusion, the flora of canals with failure of root-
canaltreatmentcomprised alimited number of predomi-
nantly Gram-positive microbial species. Facultative
anaercbes, especially E. faecalis, were the most com-
monly isolated microorganisms from teeth. However,
polymicrobial infections and obligate anaerobes were
frequently found in canals of symptomatic root filled
teeth, This information should direct further studies at
methods to eliminate infection during re-treatment, in
order to improve the prognosis.

The present analysis is exploratory. [tmust be stressed
that owing to a large number of statistical tests, it is pos-
sible that some associations are statistical artefacts. Par-
ticular relationships that have been identified will need
to be corroborated with a confirmatory study. Such a
study enables the constraction of a more specifichypoth-
esisandthis, inturn, facilitates the employment of a mul-
tivariable method to eliminate possible confounding
factors.
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Abstract

Pinheiro ET. Gomes BPFA, Drucker DB, Zaia AA, Ferraz
CCR., Souza-Filho FJ. Antimicrebial susceptibility of Entero-
coccus faecalis isolated from canals of root filled teeth with
periapical lesions. Intemational Endodontic Joumnal, 37, 766-
763, 2004.

Aim To test, in vitro, the susceptibility to different
antibiotics of Enterococcus faecalis isolates from canals of
root filled teeth with periapical lesions.
Methodology Twenty-one E. frecalis isolates, from
canals of root filled teeth with persisting periapical
lesions, were tested for their antibiotic susceptibilities.
The following antibiotics were used: benzylpenicillin,
amoxicillin, amoxicillin-clavulanic acid, erythromycin,
azithromycin, vancomyein, chloramphenicol, tetracyc-
line, doxveyeline, ciprofloxacin and moxifloxacin. Min-
imal inhibitory concentrations (MICs) for the
antimicrobial agents were determined using the E-test
System  (AB BIODISK, Solna, Sweden), and the
E. faecalis strains classified as susceptible or resistant
according to the guidelines of National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS). The strains
were also tested for f-lactamase production with
nitrocefin (Oxoid, Basingstoke, UK).

Results All strains were susceplible to penicilling
in vitro, however, the MICs of amoxicillin and amox-
icillin-clavulanic acid (MICqq = 0.75 pg mL™") were

lower than for benzylpenicillin (MICy, = 3.0 pg mL™).

All strains studied were also susceptible to vancomycin
and moxifloxacin, whilst 95.2% were susceptible to
chloramphenicol. Amongst the isolates, 85.7% were
susceptible to tetracycline and doxyeycline and 80.9%
to ciprofloxacin. The MIC of erythromycin ranged from
0.38 to >256 pg mL™*; only 28.5% of the strains were
suseeptible (MIC < 0.5 pg mL™"). Limited susceptibility
was also observed with azithromycin which was active
against only 14.2% of isolates. No strains produced
B-lactamase.

Conclusion Enterococcus frecalls isolates were com-
pletely susceptible, in vitro, to amexicillin, amoxicillin-
clavalanic acid, vancomycin and moxifloxacin. Most
isolates were susceptible to chloramphenicol, tetracyc-
line, doxycycline or ciprofloxacin. Erythromycin and
azithromycin were least effective.

Keywords: antimicrobial susceptibility, endodontic
failure, Enterococeus faecalis.
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Introduction

Enterococci are commeon inhabitants of the human
gastrointestinal  and  genitourinary  tracts (Murray
Correspondence: Brenda P. F. A, Gomes, BDS, MSec, FhD,
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UNICAMP, Avenida Limeira, 901, Piracicaba, SP, 13414-018,
Brazil (Tel.: 0055 19 3412-5215; fax: 0055 19 3412-5218;
e-mail: bpgomes@lop.anicamp.br).

International Endodontic Journal, 37, 758-783, 2004

109

1990, Morrison et al. 1997). They have long been
known to cause infections, such as enterococcal
bacteraemia (Murdoch et al. 2002), infective endocar-
ditis (Graham & Gould 2002) and urinary tract
infections (Murray 1990, Morrison et al. 1997). Over
the last two decades, enterococe have been recognized
as the leading cauvse of hospital-acquired infection,
paralleling their increased antimicrobial resistance to
most carrently approved agents (Mundy et al. 2000,
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Malani et al. 2002, Udo et al. 2002). Of the enterococ-
cal species associated with colonization and infection in
humans, Enterococcus faecalis is the most common
species (Murray 1990, Mundy et al. 2000, Shepard &
Gilmore 2002).

Enterococel are also able to colonize a variety of
other sites, including the oral cavity (Smyth et al
1987). These microorganisms have been associated
with oral mucesal lesions in immunocompromised
patients (Wahlin & Holm 1988), periodontitis (Rams
et al. 1992) and root canal infections (Molander et al.
1998, Sundqvist et al. 1998, Noda et al. 2000, Peciu-
liene ef al. 2000, 2001, Pinheiro eial. 2003ab).
Enterococel constitute a small percentage of the
microbial species isolated from root canals of teeth
with necrotic dental pulps (Sundgvist 1992, 1994).
However, they are the most commonly isolated species
from root canals of teeth with failed endodontic
treatment. Enterococci are found in approximately
50% of the canals with refractory infection (Molander
e al. 1998, Pinheiro et al. 2003a,b). Peciuliene et al.
(2000, 2001) have reported an isolation frequency of
enterococei as high as 70% when root filled teeth are
associated with chronic apical pericdontitis. Enierococ-
cus faecalis is also the most common Enterococcus sp.
isolated from root canals; other species are rarely found
(Sundquist et al. 1998, Pecinliene et al. 2000, 2001,
Pinheire et al. 2003a,b). Enterococcus faecalis is usually
isolated in pure culture or as a major compoenent of the
flora of previously root filled teeth with chronic apical
periodontitis (Peciuliene et al. 2000},

Antibiotics are not generally used to treat chronic
infections, such as apical periodontitis, in root filled
teeth. Chronic alveolar infections are associated with
pulpless teeth which have no blood supply reaching the
pulp space. Following the systemic administration of an
antibiotic, the concentration reaching the root canal is
negligible and unlikely to inhibit bacterial growth.
Therefore, systemic antibiotic therapy is neither indi-
cated nor likely to be beneficial (Abbott et al. 1990).
Prophylactic nse of antibiotics is, of course, another
matter. Prophylactic uge can be indicated if patients are
considered at risk of infective endocarditis during
endodontic treatment [Abbott ef el 1990, Debelian
ei al. 1995). In such cases, therapy shoold be directed
primarily against the most important pathogens pre-
sent.

Furthermore, periapical abscesses can originate from
root filled teeth whose apical periodontitis continues
following treatment. Some of them need antibiotic
therapy prior to surgical treatment (Sousa ef al. 2003).

@ 2004 Intemational Endodontic Journal
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However, it is important to emphasize that, because of
ecological changes in an acute situation, the microb-
iota will change. Poymicrobial infections and obligate
anaercbes are frequently found in canals of sympto-
matic root filled teeth (Pinheiro et al. 2003a). There-
fore, bacteria other than enterococei will often be the
main target of the antibiotics in the acute infection.

Enterococei possess a vast array ol mechanisms
that confer antibiotic resistance to a range of
antibiotics including penicillin, the drug of choice
(Hoellman et al. 1998, Shepard & Gilmore 2002).
These microorganisms show intrinsic resistance to
certain antibiotics such as cephalosporins, clindamy-
cin and aminoglycosides (Murray 1990, Morrison
et al. 1997). In addition to these intrinsic resistances,
enterococel have acquired genetic determinants that
confer resistance to many classes ol antimicrobials,
incloding tetracycline, erythromycin, chlorampheni-
col, and, most recently, vancomycin (Murray 1990,
Morrison el al. 1997, Mundy ef al. 2000, Shepard &
Gilmore 2002).

Clinical isolates of E. faecalis recovered from root
canal infections can demonstrate antimicrobial resis-
tance to conventional treatment regimens recom-
mended for dental procedures. Dahlén et al. (2000)
have described enterococcal isolates resistant to ben-
zylpenicillin, ampicillin, clindamyein, metronidazole
and tetracycline; whilst Noda ei al (2000) have
discovered strains that are resistant to cephalosporins.
Previous studies {Pinheiro et al. 2003b) have found
E. faecalis strains which show resistance to azithromycin
and erythromycin. Thus, many antibiotics, tradition-
ally used in edontogenic infection, may prove ineffec-
tive against FE. faecalis so that information on
alternative agents is required.

In the case of endodontic infections associated with
enterococcl, very limited antibiotic sensitivity data are
available. The present study aimed to test, in vitro, the
susceptibility to different antibiotics of E. faecalis isola-
ted from canals of root filled teeth with periapical
lesions.

Materials and methods

Clinical material

The E. fagcalis strains were isolated from canals of root
filled teeth with persisting periapical lesions as des-
cribed by Pinheiro et al. (2003a) and Gomes et al.
(2004). Patients were selected from those who attended
the Piracicaba Dental School, SP, Brazil, with a need lor

Intarnational Endodontic Journal, 37, T86-783, 2004
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nonsurgical root canal retreatment. Patients who had
received antibiotic treatment during the last 3 months
or had a general disease were excluded from the
study.

Sampling procedure

All coronal restorations, posts and carious defects were
removed. After access cavity preparation, the teeth
were individually isolated from the oral cavity with a
rubber dam, and disinfection was carried out using
5.25% sodium hypochlorite. The root filling was
removed using Gates Glidden drills (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Switzerland) and endodoentic files without
the use of chemical solvents. Irrigation with sterile
saline solution was performed in order to remove any
remaining materials and to meisten the canal prior to
sample collection. For microbial sampling, a sterile
paper point was introduced into the full length of the
canal (as determined with a preoperative radiograph),
and kept in place for 60 s. The paper point samples
from the root canal were transferred to a transport
medium-VMGA IIT (Méller 1966, Dahlén et al. 1993)
and taken to the microbiology laboratory lor processing
within 4 h.

Microbial identification

The samples were inoculated onto nonselective blood
agar plates and incubated in aerobic and anaerobic
conditions. The enterococcal identification was per-
formed using eolonial morphology, oxygen tolerance,
Gram staining characteristics, and Rapid ID 32 Strep
(Bio Merienx, Marcy-1'Etoile, France). In most of the

s, enterococcal strains, bile resistant, facultatively

Cass

anaerobic Gram-positive cocci, were identified as

E. faecalis.

Antimicrobial susceptibility tests

The susceptibility/resistance of 21 E. faecalis strains to
11 antibiotics was measured. The following antimicro-
bials were tested: benzylpenicillin, amoxicillin, amoxi-
cillin-clavulanic acid, erythromycin, azithromycin,
vancomycin, chloramphenicol, tetracycline, doxyey-
cline, ciprofloxacin and moexifloxacin.

The antimicrobial susceptibility of isoclates was
investigated by means of the E-test System (AB Biodisk,
Solna, Sweden), The E-test uses plastic strips; one side
of the strip contains a concentration gradient of the
antimicrobial agent; the other contains a numeric scale
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that indicates the drug concentration in pg mL *
(Bolmstrom 1993).

Mueller-Hinton agar plates (Oxoid, Basingstoke,
UK) 4 mm thick were inoculated using a swab that
had been submerged in a bacterial suspension
standardized to match the turbidity of the 0.5
MecFarland standard. The swurface of the plate was
swabbed in three directions to ensure a complete
distribution of the incculum over the entire plate.
Within 20 min of inoculation, the antimicrobial
agents' strips were applied and the plates were
inverted for incubation at 35 °C in air for 16-18,
24 h for vancomycin, After incubation, the plate was
examined and an elliptical zone of growth inhibition
was seen around the strip. The minimal inhibitory
concentration (MIC) was read from the scale on the
strip at the intersection of the growth with the
E-strip. Once the MICs for the antimicrobial agents
had been
interpretative  categories of sasceptible or resistant
according o the guidelines of National Committee [or
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (2002). All

the tests were completed in duplicate.

recorded, they were translated into

Beta-lactamase production

Enterococcus faecalis isolates were tested for f-lactamase
production with nitrocefin (Oxoid) according to the
manufacturer’s instructions. Nitrocefin solution (5 pL)
was dropped onto a single colony of an overnight
culture. Development of a red colour within 60 s
indicated a positive result.

Results

MIC range, MICs; and MICsg values obtained by the
E-test method are shown in Table 1. Susceptibility
rates are also shown. All isolates proved susceptible
to benzylpenicillin, amoxicillin and amoxic

in-clavul-
anic acid. No strains produced [-lactamase. The
strains studied were also completely susceptible to
vancomycin and moxifloxacin, The latter was the
most active antibiotic, in vitro, against E. faecalis with
the lowest MIC values: all isolates were inhibited by
0.5 pg mL Y, Eight strains were found to be resist-
ant to azithromycin, and two of them were also
resistant to erythromycin, Three strains were resist-
ant to both tetracyeline and doxyeyeline. One strain
was resistant to multiple drugs, viz. erythromycin,
azithromycin, tetracycline, doxycycline and chloram-
rhenicol.
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Table 1 In vitre susceptibility of 21 E, faecalis isclates rom
canals of root flled teeth with periapical lesions

MIC {ug mL™")

Antibictic MICsy MICs; Range % Susceptible®
Benzylpenicillin 20 30 1.0-4.0 100
Amoxicillin 06 078 0.26-075 100
Amoxicillin- 08 078 025078 100

clavulanic acid
Erythromyein 1.0 20 0.38-=256 m5
Azithromyein 4.0 240 2.0-5256 14.2
Vancamycin 3.0 3.0 1.0-4.0 100
Chleramphenical 4.0 6.0 3.0--256 95.2
Tetracycline 0.5 32 0.19-2256 a7
Doxycycling 0.38 12 0.12=>256 5.7
Ciprofloxacin 1.0 15 0.38=2.0 80.9
Moxifloxacin 0.38 06 0.18-05 100
MICs;. minimal inhibitary ation including 50% of the
strains; MICgy, minimal inhibitory ion including 20%
of the strains.
*5 ibility and i MIC b poi {pg mL™"

recommended by NCCLS 12002k benzylpenicillin, amaoxicillin
and amoxicillin-clavulanic acid (<8 S, 216 R). erythromycin (20,5
S, =8 Rl vancomyein (24 &, 232 Rk chleramphenicel {28 S, 232
R); tetracycline and doxyeyeline (<4 5, =18 R); ciprofloxacin (=7
5, =4 R). The breakpoints used for azithromycin were <2 5 and
=B R {Fass 1993); and for moxifloxacin were <2 S, 28 R (Mather
et al. 2002},

Discussion

Penicillins are the most frequently used antimicrobial
agents. Due to their historical effectiveness, minimal
toxicity and relatively low cost, penicilling constitute
the first-choice antibiotics for odontogenic infections.
Important classes of penicillins include penicillins G and
V, which are highly active against susceptible Gram-
positive cocel, and amoxicillin with an improved Gram-
negative spectrum. [-Lactamase inhibitors such as
clavalanate are nsed to extend the spectrum of peni-
cilling against B-lactamase producing organisms (Petri
2001).

Bacterial resistance to penicilling has become a
problem of great clinical significance because of its
widespread use for many years (Appelbaum et al
1990). The development of enterococcal resistance to
P-lactams can be mediated by alterations in the
expression or binding affinities of penicillin-binding
proteins, Additionally, resistance has been associated
with the production
(Morrison et al. 1997). However, in this study, all
isolates were negative for P-lactamase production,
which agrees with the findings of Udo et al (2002).

B-Lactamase production occurs only rarely in E. faecalis

of P-lactamase, occasionally
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(Murray 2000, Murdoch et al. 2002, Shepard &
Gilmore 2002).

All straing studied were susceptible to penicilling
in vitro, however, the MICs of amoxicillin and amoxi-
cillin-clavulanic acid were lower than for benzylpeni-
cillin, These findings are in agreement with previous
studies (Rams ef al. 1992, Pinheiro et al. 2003b) which
have found that enterococei are more sensitive to
amoxicillin than to benzylpenicillin, bearing in mind
that the latter can be given Lm. or iv. not orally.
Phenoxymethyl penicillin, which can be given orally, is
less active against enterccocei than benzylpenicillin is
(Nord & Wadstrom 1973). The results indicated that
E. faecalis strains isolated from canals of root filled teeth
with periapical lesions remain susceptible, in vitro, 1o
amoxicillin, Nevertheless, the lack of enterococcal
resistance to penicillins in this study may be due Lo
the limited number of strains investigated and/or
geographical difference
strains resistant to penicillin and ampicillin has been
reported in endedontic infections in the USA (Matusow
1981) and Sweden (Dahlén et al. 2000) which under-
lines the need to perform susc
isolates. However, those authors did not provide
information about the nature of the endodontic infec-
tions, Le. primary or secondary infections, There most
likely is a difference in resistance pattern between
enterocecc from primary infections and from root filled
teeth with continuing apical periodontitis. Further
investigation involving enterococcal strains isolated
from both sitnations would improve knowledge about
resistance pattern of enterococci in endodontic infec-
tions.

Besides differences in geographical areas and origins
of infections, changes in resistance pattern of bacteria
may oceur over Lime. Earlier studies (Zeldore & Ingle
1962, Engstrom 1964) of enterococci isolated from root
canals had shown that 100% of isolates were susceptible
to erythromycin. Heintz ef al. (1975) found more than

The presence of enlerococcal

ility tests of these

90% of isolates were susceptible, whilst Stern ef al.
(1990) have found 61.9% of enterococcal isolates
susceptible to this drug, The present findings support
the finding of a decrease in the enterococcal suscepti-
bility to erythromycin over time. In this stady, the MIC
of  erythromycin  varied  between 0.5  and
>256 pg mL™". Two isolates were classified as resistant
(MIC =8 pgmL™") and 6 (28.5%) as susceptible
(MIC £ 0.5 pg mL™Y) according to the susceptibility
breakpoints determined by the NCCLS protocol; most
of the isolates (65.4%) showed an intermediate pattern.
Similar results have been reported by Sedgley et al
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(2004) who have found, amongst 12 oral enterococci,
two strainsg resistant to erythromycin, two (16.6%)
susceptible and eight (66.6%) with an intermediate
pattern. Those studies have shown that the MIC of
erythromycin, when tested against enterococcal strains,
has increased over time; which suggests that oral
enterococci have become less susceptible to this drug,

Azythromycin is able to achieve higher and more
sustained blood levels than erythromycin, without the
gastrointestinal side effects (Grad 1997, Andrade
2000). Azythromycin was tested as a substitute for
erythromyein and was found to be less effective against
enterococel than erythromycin, with only 14.2% of
isolates being susceptible. This finding is in accordance
with those of Fass (1993). Furthermore, the latter
study has also reported that there is cross-resistance
between azithromyein and ervthromycin.

In this stody, erythromycin and azythromycin
resistance was found amongst E. faecalis isolates.
Purthermore, E. faecalis has intrinsic resistance to
clindamycin (Murray 1990, Morrison ef al. 1997).
Thus, this drug is not clinically effective for Enterococcus
spp. Therefore, when patients are allergic to penicillins,
the alternative prophylactic regimens recommended for
dental procedures seems to be of limited value against
enterococcl. Due to the predominance of E. frecalls in
root filled teeth with periapical lesions, alternative
drugs should be considered for prophylaxis in individ-
uals at risk for endocarditis during endodontic retreat-
ment. Amongst the alternative drugs investigated in
this study, E. faecalis strains were found to be resistant
to tetracycline, doxyeycline, ciproflox:
ramphenicol. Owing to geographical differences as well
as differences over time, previously discussed in this
paper, the findings of this study are not general but
rather only applicable to the microbes tested.

Tetracyclines are broad-spectrum antibiotics with
activity against aercbic and anaerobic Gram-positive
and Gram-negative organisms. Doxyeyeline is one of

sin and chlo-

the most active derivative of tetracycline. However,
bacterial resistance to any member of the class usually
results in cross-resistance to other tetracyelines (Cham-
bers 2001}, which was observed in the present study.
The strains resistant to tetracycline were also resistant
to doxyeyeline, the latter showing lower MICs against
E. faecalis, Tetracyeline resistance observed in 14.3% of
strains in this study agrees with resistance in 13.8% of
isolates reported by Dahlén e al (2000). In contrast,
some studies have shown even higher percentages of
E. faecalis to be resistant to this antibiotic, iLe. 58%
(Rams et al. 1992), 65.1% (Udo et al. 2002) and 68.5%
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(Cotter & Adley 2001). Resistance to tetracyclines has
reduced their clinical usefulness,

Chloramphenicol is effective against most aerobes
and anaercbes, but its potential side-effect of aplastic
anaemia usually makes selection of another effective
and safer antibiotic a better choice (Meenning et al.
1989). It was effective against 95.23% of the strains in
this study. However, other studies have reported that
20% (Cotter & Adley 2001) to 26% (Udo et al 2002) of
enterococei are chloramphenicol resistant.

Amongst the drugs tested, vancomycin and moxifl-
oxacin were active against all E. faecalis isolates in vitro.
Vancomycin is a drag primarily active against Gram-
positive bacteria. However, it should be employed only to
treat serious infections (Chambers 2001). Administra-
tion of vancomycin is an effective alternative, in patients
who are allergic te penicillin, for the treatment of
endocarditis cansed by viridans streptococci as well as
enterococc. In the latter case, penicillin or vancomycin
is given in combination with an aminoglycoside (Murray
1990, Graham & Gould 2002). All E. faecalis strains
examined in this study were susceptible to vancomycin.
Previous studies of the susceptibility of oral enterococei
have also shown high susceptibility to vancomycin
(Rams et al. 1992, Dahlén et al. 2000). However, studies
have highlighted the emergence of vancomycin-resist-
ant enterococei, especially amongst E. faecium and in
lower Fegquency amongst E faecalis (Murray 2000,
Malaniet al 2002). These vancomycin-resistant entero-
cocci have emerged as major nosocomial pathogens in
hospitals, and frequently possess determinants confer-
ring multiple drug resistance so that few therapeutic
options remain for treating these infections (Morrison
et al. 1997, Rice 2001, Shepard & Gilmore 2002).

Moxifloxacin and ciproflox:

n are members of the

quinclones. Ciprofloxacin has antimicrobial activity
against most Gram-negative bacilli and cocci, but
limited activity against most Gram-positive organisms.
Moxifloxacin is a new fluoroguinolene with expended
spectrum of activity, including anaerobes and Gram-
positive organisms, especially the multi-resistant ones
(Fass 1997, Oliphant & Green 2002, Speciale et al
2002, Andersson & MacGowan 2003). In the present
study, moxifloxacin was one of the most active
antibiotics against E. faecalis with the lowest MICsy
and MICsy, and proved more active than ciprofloxacin,
which agrees with data that have been reported by
several authors (Fass 1997, Mather et al. 2002, Spec-
iale et al. 2002). In addition to antimicrobial activity
studies, the pharmacokinectic and pharmacodynamic
properties of moxifloxacin have been studied, showing
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excellent bioavailability, long half-life and good tissue
penetration of this drug. Furthermore, it has an
excellent tolerability (Krasemann et al. 2001).

Recent studies have shown that moxifloxacin has
good antibacterial activity against periodontal patho-
gens (Milazzo et al. 2002) and bacteria isolated from
dentoalveolar abscesses (Sobottka ef al. 2002). The
latter have suggested the potential use of moxifloxacin
in the treatment of odontogenic infections. This stady
revealed that moxifloxacin had good in vitre activity
against E. faecalis isolates from the root canal and
seems (o be a reasonable alternative for patients who
are allergic to penicillin or show resistance to the
antibiotics usually prescribed. However, further inves-
tigation involving a larger number of bacterial isolates
from root canal as well as clinical studies would be
necessary o test the use of moxifloxacin as an
alternative drug when antibiotic therapy is indicated
during endodontic treatment.

Conclusion

In conclusion, the results have shown that amoxicilling,
amoxicillin-clavalanic acid, vancomycin and moxifl-
oxacin were the most active antibiotics, in vitre, against
E. fuecalis, with all the isolates being susceptible. Less
effective were chloramphenicol, tetracycline, doxyey-
¢line and ciprofloxacin, which were effective against
most strains. Azithromycin and erythromycin were
least effective, with low percentages of isolates being
snsceptible, during laboratory testing. Owing to geo-
graphical dilferences as well as differences over time,
the findings of this study are not general but rather
only applicable to the microbes tested.
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