MARCOS SERGIO ENDO

IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS E QUANTIFICACAO
DE ENDOTOXINAS EM CANAIS RADICULARES DE DENTES
COM INSUCESSO ENDODONTICO E LESAO PERIAPICAL

Dissertacdo apresentada a  Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual
de Campinas, como parte dos requisitos para
obtencdo do Titulo de Mestre em Clinica

Odontolégica, Area de Endodontia.

Orientadora: Profa. Dra. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes

PIRACICABA
2011



MARCOS SERGIO ENDO

IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS E QUANTIFICACAO
DE ENDOTOXINAS EM CANAIS RADICULARES DE DENTES
COM INSUCESSO ENDODONTICO E LESAO PERIAPICAL

Dissertacao apresentada a Faculdade de Odontologia
de Piracicaba, da Universidade Estadual de
Campinas, como parte dos requisitos para obtencao
do Titulo de Mestre em Clinica Odontoldgica, Area de

Endodontia.

Orientadora: Profa. Dra. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes

PIRACICABA
2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
Bibliotecéria: Elis Regina Alves dos Santos — CRB-8%/ 8099

Endo, Marcos Sergio.

En25i Identificacdo de microrganismos e quantificagdo de
endotoxinas em canais radiculares de dentes com insucesso
endodbntico e lesdo periapical / Marcos Sergio Endo. --
Piracicaba, SP: [s.n.], 2011.

Orientador: Brenda Paula Figueiredo de Aimeida Gomes.
Dissertacao (Mestrado) — Universidade Estadual de Campinas,
Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

1. Endodontia. 2. Canal radicular. 3. Microbiologia. 4. Reagao
em cadeia da polimerase. I. Gomes, Brenda Paula Figueiredo de
Almeida. Il. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Odontologia de Piracicaba. Ill. Titulo.

(eras/fop)

Titulo em Inglés: Identification of microrganisms and quantification of endotoxins
in root canals from teeth with failure endodontic treatment with periapical lesion

Palavras-chave em Inglés (Keywords): 1. Endodontics. 2. Root canal. 3.
Microbiology. 4. Polymerase chain reaction

Area de Concentragdo: Endodontia
Titulagdo: Mestre em Clinica Odontoldgica

Banca Examinadora: Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes, Caio Cezar
Randi Ferraz, Mitsue Fujimaki Hayacibara

Data da Defesa: 07-02-2011
Programa de Pés-Graduacao em Clinica Odontolégica



é"’é. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
"‘)‘.’ Faculdade de Odontologia de Piracicaba
]

UNICAMP

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa de Dissertagdo de Mestrado, em sessao publica

realizada em 07 de Fevereiro de 2011, considerou o candidato MARCOS SERGIO ENDO
aprovado.

.

Profa. Dra. BRENDA PAULA FIGUEIREDO ﬁALMEIDA GOMES

: ‘R ‘&%Wut ]L)One__‘____

Profa. Dra. NIITSUE FUJIMAKI HAYACIBARA




DEDICATORIA

Para conquistarmos algo na vida ndo basta ter talento, ndo basta ter forga, é preciso
também viver um grande amor.
Mozart

Dedico este trabalho...

...aos meus pais Mdrio e Emilia Endo, e a minha irmd Marisa Endo
...pOr me mostrarem o puro sentimento do amor,
...pelo exemplo de vida e superagdo;

Obrigado a toda minha familia!!!

...d minha namorada Vivian Sayuri Kitayama

...pela compreensdo nesse periodo em que ndo pude estar
presente;

...pelo incentivo para realizagcdo dos meus sonhos;
...pelo amor, carinho, cumplicidade e confianca;

...ao seu lado sou o homem mais feliz do mundo!!!

...a Profa. Dra. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes pela
humildade e amizade demonstrada nesses anos, pelo exemplo de
pessoa e profissional e pela sua exceléncia no campo do ensino e da
pesquisa.



AGRADECIMENTOS

Um coragdo feliz é o resultado inevitdvel de um corag¢do ardente de amor
Madre Teresa de Calcutd

Agradeco...

A Deus, no qual me concede a vida e me fortalece todos os dias....

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP),

pelos recursos oferecidos durante a execugdo dessa pesquisa (Processo
n°56058-9).

A Direcdo da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade
Estadual de Campinas, na pessoa do seu diretor Prof. Dr. Jacks Jorge Junior.

A Profa. Dra. Renata Cunha Matheus Rodrigues Garcia, coordenadora dos
Programas de Pés-Graduag¢do da FOP/UNICAMP e ao Prof. Dr. Mdrcio de
Moraes, coordenador do curso de Pés-Graduagdo em Clinica Odontoldgica.

Ao Prof. Dr. Alexandre Augusto Zaia, responsdvel pela drea de Endodontia
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual de
Campinas.

Aos professores da drea de Endodontia Prof. Dr. Alexandre Augusto Zaia,
Profa. Dra. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes, Prof. Dr. Caio
Cezar Randi Ferraz, Prof. Dr. Francisco José de Souza-Filho e Prof.Dr.
José Flavio Affonso de Almeida.

Vii



Aos funciondrios Ana Godoy, Daiane Scutton, Denize Lumena de Pinho,
Wanderly Almeida Pavinatto, Geovdnia Caldas Almeida e o ex-funciondrio
Adailton dos Santos Lima.

Ao Prof. Dr. Francisco Carlos Groppo e a Profa. Dra. Renata de Oliveira
Mattos Graner pela gentileza em disponibilizar o uso da cdmara de
anaerobiose do Laboratdrio de Microbiologia da FOP/UNICAMP.

A todos os colegas da drea de Endodontia e da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba: Adriana de Jesus Soares, Ana Carolina Machado
Rocha Lima Caiado, Ana Carolina Mascarenhas, Ariane Cdssia Marinho, Carla
Klamt, Carlos Augusto Pantoja, Carlos Vieira Junior, Cldudia Suzuki, Daniel
Rodrigo Herrera, Danna Mota Moreira, Doglas Cecchin, Emmanuel Silva,
Ericka Tavares Pinheiro, Ezilmara Leonor Rolim de Sousa, Fernanda Graziela
Corréa Signoretti, Fernanda Barichello Tosello, Fernanda Freitas, Flaviana
Bombarda de Andrade, Francisco Montagner, Frederico Canato Martinho,
Gabriel Rocha Campos, Geovdnia Caldas Almeida, Giselle Priscilla Cruz Abi
Rached, Helena Rosa Campos Rabang, Jessica Pignatti, Joelson Brum, Juliana
Melo, Juliana Nunes Botelho, Karine Schell Nicastro, Leticia Maria Ndbrega,
Maira do Prado, Maraisa Greggio Delboni, Marcos Frozoni, Maria Rachel
Monteiro, Morgana Eli Vianna, Naelka Sarmento, Neylla Teixeira Senna,
Nilton Vivacqua Gomes, Rogério de Castilho Jacinto, Shaiana Tashi Kawagoe,
Thais Accorsi Mendonga, Thais Bellato, Thais Mageste, Vanessa Bellocchio
Berber, Wander José da Silva e Wanderson Miguel Maia Chiesa, pelo
aprendizado e convivio compartilhado nesses anos.

Aos pacientes que colaboraram e possibilitaram a realizagdo da pesquisa.

Agradeco imensamente a Profa. Dra. Ezilmara Leonor Rolim de Sousa,
Prof. Dr. Francisco Montagner e Prof. Dr. José Flavio Affonso de Almeida
por todas as consideragdes realizadas na etapa de qualificagdo deste
trabalho.

A amiga Ana Regina Polay pela acessoria técnica.

viii



Aos amigos Fernanda Signoretti, Fernanda Tosello, Francisco
Montagner, Frederico Martinho, Jodo Signoretti, Giselle Abi Rached,
Gustavo Signoretti, Maria Rachel Monteiro, Sr. Roque e Sra. Zélia
Signoretti por todos os momentos sinceros e intensos que me fizeram mais
feliz em Piracicaba. Um acolhimento especial ..em finais de semana
depressivos, datas comemorativas longe de casa etc... Vocés foram minha
“bolsa FAMILIA” a favor da inclusdo social!!! Obrigado!

Aos professores e amigos do departamento de Odontologia da Universidade
Estadual de Maringd, Alfredo Franco Queiroz, Angelo José Pavan,
Eduardo Kurihara, Mitsue Fujimaki Hayacibara, Nair Narumi Orita
Pavan e Raquel Sano Suga Terada, que foram a minha inspiragdo para
algum dia realizar o sonho de se tornar um pds-graduando. Serei
eternamente grato!!!

Aos meus amigos Ana Regina Casaroto, Ariane Ximenez, Carla Klamt,
Carla Malker, Hérica Delalibera, Kelly Micheletti, Jéssica Gerhardt,
Juliana Beatriz, Juliana Botelho, Julyano Vieira da Costa, Luciene C.
Cruz, Mayko Tanabe, Regiane Teixeira Pereira, Paula Dallazen, Paula
Daniele Matheus, Paula Scheibel, Rita de Cdssia Maio e Suzana Naomi
Matsumoto que apesar da distdncia sdo vocés que me transmitem uma
energia especial, e nossas amizades apenas se fortalecem. Tenho um carinho
imensurdvel por todos!!!

A familia Kitayama, que Deus me presenteou na vida. Tenho um enorme
carinho e respeito por vocés. Minha familia que me acolheu nos momentos
felizes e naqueles mais dificeis, enquanto meus pais ndo estavam ao alcance.

Muitissimo Obrigado Jorge, Helena e Rodrigo Kitayama.

... agradeco a todos que colaboraram para realizag¢cdo
deste trabalho.

Muita gente entra e sai de nossas vidas, mas sé os verdadeiros
sentimentos deixam impressées em meu coragdo!!!



Aprender é a tnica coisa de que a mente nunca se
cansa, nunca tem medo e nunca se arrepende.

Leonardo da Vinci

Xi



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

LISTA DE FIGURAS

Radiografia periapical de dentes indicados ao retratamento
endodéntico: A Elemento 11 —  classificado
radiograficamente como obturacdo insatisfatéria. B.
Elemento 45 - classificado radiograficamente como

obturacdo satisfatoria...........coeevieiiiieiii e,

Coleta do canal radicular: A - Profilaxia, B -
Descontaminacdo do campo operatério, C — Abertura
coronaria, D — Remocao do material obturador do canal
radicular, E — Determinagdo do comprimento de trabalho, F —
Localizador apical para realizagdo da odontometria
eletrénica, G — Coleta inicial, H — Frasco de vidro (coleta de
endotoxinas), I — VMGA Il (coleta microbioldgica)..................

Identificacao microbiana: A — Cultura (placa “mae”), B —
Céamara de anaerobiose, C — Estufa, D — Cultura pura, E —
Teste da catalase, F — Morfologia de Gram, G — Teste
bioquimico, H — Teste da oxidase, | — Coloracao das fitas do
teste da OXIdASE.....ccceee e e

Isolamento microbiano: A — FAA amostra “mée”, B — Lupa
estereoscodpica, C — Isolamento bacteriano, D — Cultura pura.
Meios seletivos: E — Agar Mitis Salivarius, F — Agar
MacConkey, G — Agar Sabouraud Dextrose, H — Agar m-

BN erOCOCCUS . .. e

xiii

41

44

55



Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Isolamento do DNA bacteriano. A — QlAamp DNA kit
(QIAGEN, Chatsworth, CA, EUA), B — Centrifuga, C —
Amostras em banho d’agua, D — Filtro contendo membrana
de silica para retencdo do DNA, E — DNA isolado. Preparo
da reacao da PCR. F, G, H — Reagentes utilizados para o
preparo do mix da PCR: agua Milli-Q estéril, ANTPs, Cloreto
de magnésio, buffer, Tag DNA polymerase, primers, 1 —
Placa de 96 pocos ou microtubos (J) com as amostras
distribuidas para receber o mix, L — Termociclador.
Visualizacao do produto da PCR. M - Insercdo das
amostras nos pogos do gel de agarose, N — Fonte de
eletroforese, O — Transiluminador de luz ultravioleta, P —
Visualizacdo das bandas em gel de agarose através da

eletroforese utilizando primer universal..............cccocvveveeevenneen.

Curva padrao - utilizada como parametro para o calculo
das concentragdes de endotoxinas das amostras.................

Teste LAL Pyrogent-5000: A - Tubos de ensaio
apirogénicos para preparo da curva padrao, B — Endotoxina
E. coli 055:B5, C — Reagente Pyrogent-5000 LAL, D -
Tampéo de reconstituicdo Pyrogent-5000 LAL, E — Agua LAL
reagente, F — Distribuicdo do reagente Pyrogent-5000 LAL
reconstituido na microplaca de 96 pocgos, G — Leitor Biotek
(ELX 808, Winooski, VT, EUA), H — Software WinKQCL
(Lonza, Walkersville, MD, EUA)......ccouiiieieeeeeeeeiee s

Numero de espécies e géneros de bactérias isoladas pelo
método de cultura nas cinco coletas em relacdo ao
requerimento gasoso, antes e apés PQM e apos uso da MIC

Xiv

60

65

67

72



Figura 9

Figura 10

Numero de bactérias isoladas pelo método de cultura
microbiana nas cinco coletas em relagcdo ao Gram, antes e

apdés PQM e ap6s uso da MIC.........ooooviiiiiiieeeeiiiieeee e

Porcentagem de microrganismos detectados relacionando
cada espécie com o0 numero de canais radiculares
analisados (n=15), distribuidos nas diferentes coletas — C1
(primeira coleta): realizada apdés remocao do material
obturador; C2 (segunda coleta): apés PQM; C3 (terceira
coleta): antes da reinstrumentacao (5 dias com soro
fisiolégico apos a primeira sessao); C4 (quarta coleta): apds

a reinstrumentacao; C5 (quinta coleta): apds a remogao da

Xv

73



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Proporgcdes dos reagentes no Master Mix...............uceeeeennnnannn.

Espécies microbianas, primers com suas sequéncias, ciclos de
temperatura e comprimento do fragmento amplificado para os
nucleotideos utilizados nas reagbes de PCR.........cccccooiiiiieenen.

Diluicdo da endotoxina de E. coli para a constru¢cao da curva

Caracteristicas clinicas e radiograficas dos 15 pacientes
submetidos ao retratamento endodéntico e uso da medicagao

intracanal que participaram do estudo...........cccceeeeeeiiniiiieeeneee.

Microrganismos isolados pelo método de cultura nas coletas
realizadas antes e apdés PQM e apds uso da MIC expressos de

acordo com as caracteristicas morfotipicas......ccccceeevveeeeeriiiennnnee.

Distribuicao dos microrganismos isolados pelo método de
cultura coletas (C1, C2, C3, C4 e C5) antes e apdés PQM e apéds
uso da MIC de 15 canais radiculares de dentes com insucesso

endodontico e les&o periapical.........cccovviiiiiiiiii

Porcentagens e numeros de bactérias isoladas pelo método de
cultura nas coletas realizadas antes e apés PQM e apés uso da
MIC de 15 canais radiculares de dentes com insucesso
endoddntico e lesdo periapical em relagdo a diversidade de
espécies, caracteristicas morfoldgicas e requerimento gasoso....

XVii

58

61

64

70

76

81

84



Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Distribuicdo dos microrganismos isolados pelo método de cultura
da coleta 5 (C5) divididos conforme a medicacédo intracanal

U] (4= Vo I WP

Porcentagens e numeros de bactérias isoladas pelo método de
cultura apés o uso da medicagao intracanal (C5) de 15 canais
radiculares de dentes com insucesso endodontico e leséo
periapical em relacdo a diversidade de espécies, caracteristicas
morfolégicas e requerimento gasoS0.........coeveeeeeeeennernrrrerneeeeeenn

Microrganismos detectados através do método de PCR nas
coletas realizadas antes e ap6s PQM e apds uso da MIC, de 15

canais radiculares de dentes com insucesso endodbntico e lesao

PEIAPICAL ...ttt

Distribuicao dos microrganismos isolados pelo método de PCR
nas coletas (C1, C2, C3, C4 e C5) antes e apdés PQM e apds
uso da MIC de 15 canais radiculares de dentes com insucesso
endodontico e lesao periapical.........ceeeeiiiiiiiiiiiee e

Relacao bactéria (UFC/mL) e endotoxina (EU/mL) de 15 canais
radiculares de dentes com insucesso endododntico e lesao

periapical, e aspectos clinicos e radiograficos.........cccccceeveeenn.

Relacao bactéria (UFC/mL) e endotoxina (EU/mL) de 15 canais
radiculares de dentes com insucesso endodontico e lesao
periapical, e distdncia da guta percha ao apice, tempo apo6s o
tratamento endodéntico e qualidade da obturacdo do canal

(=To ({018 | =Y S

XViii

86

88

92

94

98



Tabela 14

Concentragdo de endotoxina nas coletas realizadas antes e
apdés PQM durante o retratamento endodéntico de 15 canais
radiculares de dentes com insucesso endodéntico e lesdo

[OL=T =T o] o= | PP

XiX



RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar a microbiota e a presenca de
endotoxina bacteriana de dentes com insucesso endodontico antes e apéds
preparo quimico-mecanico (PQM) e uso da medicacao intracanal (MIC), atravées
do método de cultura microbiana e da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Este trabalho também se propds a quantificar endotoxinas e unidades formadoras
de colonias (UFCs) dos mesmos dentes, correlacionando seus niveis com
aspectos clinicos e radiograficos. Quinze dentes unirradiculares com insucesso
endoddntico e lesdo periapical foram selecionados. Foram empregados métodos
bioquimicos e PCR para identificagdo dos microrganismos. O teste turbidimétrico
LAL (Pyrogent 5000) quantificou a concentragdo de endotoxina antes e apés PQM
e MIC. As espécies comumente isoladas pelo método de cultura foram Gemella
morbillorum, Haemophilus aphrophilus, Enterococcus faecalis e Actinomyces
naeslundii, enquanto que Parvimonas micra, Prevotella nigrescens, Gemella
morbillorum e Fusobacterium nucleatum foram detectados frequentemente pelo
método de PCR. Foram detectados niveis de endotoxinas e UFCs em todos os
casos antes e apo6s PQM. Na coleta inicial foram obtidos valores de endotoxinas e
UFCs, mediana — 3,96 EU/mL e 2,57 x 10°> UFC/mL - respectivamente.
Correlacéo positiva entre concentragédo de endotoxina e radioluscéncia periapical
maior que 5 mm foi observada (p<0,05). PQM foi capaz de reduzir UFCs (99,93%)
e endotoxinas (60,6%) (ambos, p<0,05), e foi responsavel na maior reducao
microbiana ao comparar com a MIC. Conclui-se que houve prevaléncia de
bactérias Gram-positivas anaerdbias facultativas, embora o método de PCR tenha
detectado espécies fastidiosas Gram-negativas. Niveis de endotoxinas de
bactérias Gram-negativas estdo envolvidos na infec¢do persistente e mostraram
associacao com rarefacdo éssea periapical. Além disso, PQM associado a CLX
2% gel + EDTA 17% foi efetivo na reducdo de endotoxinas e UFCs presentes na
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infeccdo persistente de dentes com insucesso endodontico, entretanto n&o

promoveu uma completa remocéo.

Palavras-chave: Endodontia, canal radicular, microbiologia, reacao em cadeia da

polimerase.

XXii



ABSTRACT

This clinical study was conducted to investigate the microbiota and bacteria
endotoxin of root canal from teeth with posttreatment apical periodontitis (PAP) by
culture and polymerase chain reaction (PCR) before and after chemomechanical
preparation (CMP) and after the use of intracanal medications (ICM). Furthermore
this work aimed to quantify endotoxin and cultivable bacteria in root canals with
PAP correlating their levels with the presence of clinical and radiographic features.
Fifteen single root-filled teeth with PAP were sampled. Culture techniques were
used to determine the colony-forming unit (CFU). Microrganisms were identified by
biochemichal tests and PCR. Limulus amebocyte lysate (LAL, turbidimetric
Pyrogent 5000) was used to quantify endotoxins before (S1) and after (S2) CMP
and after the use of ICM. The bacterial species most frequently isolated were
Gemella morbillorum, Haemophilus aphrophilus, Enterococcus faecalis and
Actinomyces naeslundii; while Parvimonas micra, Prevotella nigrescens,
Fusobacterium nucleatum and Gemella morbillorum were frequently detected by
PCR. Endotoxin was always detected at S1 and S2. At S1, endotoxin and bacteria
were detected in a median value of 3.96 EU/mL and 2.57 x 10 CFU/mL,
respectively. A positive correlation was found between the endotoxin and
radiolucency area (>5 mm). CMP was effective in reducing bacteria (99.93%) and
endotoxin (60.6%) (both p<0.05), and it was responsible for the majority of the
microbial reduction when compared with ICM. In conclusion the microbiota of root-
filled canals with PAP is predominantly facultative Gram-positive even though
fastidious Gram-negative bacteria were detected by PCR. Gram-negative bacterial
endotoxins play a role in the PAP and are associated with periapical bone-
destruction. Moreover CMP with 2% CHX gel + 17% EDTA was effective in
reducing but not complete removing endotoxin and cultivable bacteria from
persistent root canal infection.
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1 INTRODUGAO

As infeccdes intrarradiculares sao as principais causas do insucesso do
tratamento endodontico que é caracterizado pela persisténcia ou surgimento da
lesdo periapical apds obturacdo do canal radicular. A microbiota de um dente
tratado endodonticamente mostra-se diferente daquela encontrada em dentes com
necrose pulpar (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Hancock et al.,
2001), predominando bactérias anaerobias facultativas Gram-positivas (Peciuliene
et al., 2000; Hancock et al., 2001; Cheung & Ho, 2001; Pinheiro et al., 2003a;b;
Gomes et al., 2004). Com o advento dos métodos moleculares, uma alternativa
para a identificacdo de patdgenos endodbnticos e complementar a cultura
microbiana, é a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), capaz de diagnosticar
nos casos de insucesso endodéntico uma microbiota mais complexa, detectando
também bactérias fastidiosas anaerdbias Gram-negativas (Siqueira & Roégas,
2004; Rocas et al., 2004a; Gomes et al., 2005; 2006a; 2008a; Blome et al., 2008).

A particularidade da microbiota encontrada nos canais de dentes
tratados endodonticamente deve-se a um processo de selecdo dependente da
resisténcia especifica de determinados microrganismos ao preparo quimico-
mecanico (PQM), a medicacdo intracanal (MIC), e devido a capacidade de
sobreviver em condicdes ecoldgicas modificadas no interior do sistema de canais
radiculares em um meio nutricional restrito, no qual as relacbes entre bactérias

sao minimas (Sundqvist et al., 1998).

A parte externa da membrana de bactérias Gram-negativas €
constituida por lipopolissacarideos (LPS), um importante fator de viruléncia,
liberado durante a multiplicacdo ou morte celular, que pode iniciar e/ou exacerbar
a resposta inflamatéria (Dahlén & Bergenholtz, 1980; Barthel et al., 1997), e estar
associado a reabsorcdo Ossea nas periodontites apicais (Horiba et al., 1991;



Martinho et al., 2010a). Para realizar uma desinfecc¢ao ideal do sistema de canais
radiculares, o tratamento endodbéntico ndo depende apenas da remocao de
microrganismos e seus substratos (Silva et al., 2002) mas também na inativacao
ou eliminacao de LPS. Estudos detectaram LPS bacteriano em 100% dos canais
radiculares analisados antes e apdés PQM de dentes com infecgcdes endoddnticas
primarias e lesdo periapical (Jacinto et al., 2005; Vianna et al., 2007; Martinho &
Gomes, 2008; Gomes et al., 2009a). Altas concentracées de endotoxinas estdo
relacionadas com dor espontanea (Jacinto et al., 2005) e sintomatologia clinica
(Martinho & Gomes, 2008) em infeccdes endodbnticas primarias; sugerindo
associacao entre presenca de LPS no canal radicular e o desenvolvimento de
lesdo periapical. Faltam estudos na literatura que revelem os niveis de
endotoxinas em canais radiculares de dentes com insucesso endodéntico. Dessa
forma, é oportuno verificar nesses casos se ha uma possivel correlacdo desses

niveis com os aspectos clinicos e radiograficos.

Na tentativa de controlar e eliminar o processo infeccioso, alguns
trabalhos mostraram a importancia da medicagao intracanal com o objetivo de
potencializar a sanificagdo do sistema de canais radiculares e impedir que 0s
microrganismos se multipliquem no intervalo entre as sessdes de tratamento
(Bystrém & Sundqvist, 1981; 1983; Bystrém et al., 1985; Shuping et al., 2000). A
medicacgao intracanal a base de hidroxido de célcio [Ca(OH),] e suas associacdes
tem sido amplamente utilizada devido as suas propriedades fisicas e bioldgicas
(Gomes et al., 2002a; 2002b; Zerella et al., 2005; Gomes et al., 2006b; Ercan et
al., 2007; Souza-Filho et al., 2008). O Ca(OH), além de ser utilizado no combate a
microrganismos (Gomes et al., 2002a; 2002b), também tem sido preconizado para
a neutralizagdo das endotoxinas bacterianas (Buck et al., 2001; Tanomaru et al.,
20083; Oliveira et al., 2007).

Dessa forma, o presente trabalho visa estudar a microbiota e niveis de
endotoxinas nos casos de insucesso do tratamento endodoéntico, correlacionando

com os aspectos clinicos e radiograficos do dente envolvido e verificar a



suscetibilidade desses microrganismos e endotoxinas ao preparo quimico-

mecanico e a medicacao intracanal.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Infeccao persistente e/ou secundaria: fatores etiolégicos associados ao
insucesso do tratamento endodéntico

O objetivo do tratamento endoddntico de dentes com periodontite apical
€ a eliminagdo e/ou reducado significativa de microrganismos, e prevencao da
reinfeccdo do sistema de canais radiculares. Bactérias e seus produtos sao
considerados 0s principais agentes etioldgicos de patologias pulpares e
periapicais (Kakehashi et al., 1965; Mdller et al., 1981; Gomes et al., 1996). A
persisténcia da infeccdo devido a falha do tratamento endodontico (Nair et al.,
1990a; Molander et al., 1998; Sundqvist et al, 1998) e a recontaminacao
bacteriana causada pela microinfiltracdo coronaria (Torabinejad et al., 1990;
Saunders & Saunders, 1994; Ray & Trope, 1995) sao fatores relacionados ao

insucesso do tratamento endodobntico.

A infecgdo do canal radicular € um processo dindmico no qual, varias
espécies bacterianas estdo associadas, nos diferentes estagios deste processo.
Os fatores mais importantes que direcionam o desenvolvimento da periodontite
apical sao disponibilidade de nutrientes, nivel de oxigénio e o pH local no interior
do canal radicular (Sundqvist, 2003). A periodontite apical de origem endoddntica
€ um processo inflamatério localizado na regido perirradicular, o qual pode ser
iniciado e mantido por um processo infeccioso (Kakehashi et al., 1965). O
resultado entre a agdo de microrganismos e células de defesa do hospedeiro leva
a uma destruicdo dos tecidos periapicais (Nair, 2000). Na existéncia prévia da
periodontite apical foram observados maiores porcentagens na permanéncia da
infeccdo apds o tratatamento endodéntico (Sjoégren et al., 1990; Hoskinson et al.,
2002; Chugal et al., 2003; Peters et al., 2004; Marquis et al., 2006).



Apesar de a infecgdo intrarradicular ser indiscutivelmente o principal
fator associado ao insucesso endodontico (Nair et al., 1990a; Siqueira, 2001), é
importante salientar que existem outros fatores que podem causar a
radioluscéncia apical, como: cistos verdadeiros (Nair et al., 1993; Nair et al., 1996),
reacao de corpo estranho (Nair et al., 1990b; Sjégren et al., 1995), tecido cicatricial
(Bhaskar, 1966), ou infeccao extrarradicular (Tronstad et al., 1987).

O fator microbiano é apontado como a maior causa de falhas do
tratamento endoddntico. Espécies bacterianas podem aderir as paredes do canal
radicular, aglomerar e formar comunidades organizadas em biofilme, capazes de
resistir aos procedimentos antimicrobianos (Nair et al.,, 1999; Distel et al., 2002).
Algumas bactérias localizadas em complexidades anatémicas do sistema de
canais radiculares como tubulos dentinarios, ramificacdes, istmos, canais laterais
e/ou irregularidades evadem da acao dos instrumentos e substancias quimicas
utilizadas durante o tratamento endodéntico (Haapasalo & Qrstavik, 1987; Siqueira
& Uzeda, 1996; Goldberg et al., 2002; Nair et al., 2005). As falhas podem decorrer
devido um diagnéstico incorreto, deficiéncia técnica e falta de habilidade
profissional. A porcentagem de casos de insucesso € significativa, sendo que as
areas nao atingidas durante o preparo quimico-mecéanico (PQM) sao favoraveis a
manutencdo de conteudo séptico-necrético, contribuindo para o insucesso da
terapia endodoéntica (Lin et al., 1991; 1992). Outros problemas comuns que podem
levar ao fracasso endodéntico incluem a falta de controle asséptico durante os
procedimentos clinicos, acesso incorreto a cavidade pulpar, canais nao
detectados, obturagdes e restauragcdes corondrias inadequadas ou ausentes
(Cheung, 1996).

O estabelecimento de um adequado selamento endodéntico objetiva
impedir que microrganismos e/ou endotoxinas atinjam os tecidos apicais e
periapicais, 0 que constitui um dos principais fatores para o sucesso dessa terapia
(Hauman & Love, 2003). Aproximadamente 60% dos fracassos endoddnticos sao
causados, aparentemente, pela obturacdo incompleta da cavidade pulpar



(Antonopoulos et al., 1998), que é diretamente influenciado pela escolha da
técnica de obturacao (a frio ou termoplastificada) (Schilder, 1967; Molven et al.,
2002), pelo tipo de cimento e sua manipulacéao (Pécora et al., 2002), além do uso
de substancias quelantes ao final dos procedimentos de limpeza e modelagem
(Guerisoli et al., 2002; Torabinejad et al., 2002). Uma obturagdo hermética do
canal radicular previne a saida de irritantes pelo forame apical ou canais laterais,
preservando a integridade do ligamento periodontal (Lifshitz et al., 1983). Em
situacbes em que a obturagdo é realizada com material biologicamente
incompativel, com adaptacdo e densidade do material obturador inadequados, e
com selamento deficiente na regidao apical pode causar comprometimento do
prognodstico da terapia endodoéntica (De Deus, 1992). A principal forma de
suprimento de substratos para bactérias em regides do canal radicular da-se
através da percolacdo de fluidos decorrentes dos tecidos perirradiculares, via
forame apical, e pelo espaco existente entre 0 material obturador e as paredes do
canal, resultante de uma falha do selamento apical. Estes fluidos contém
principalmente glicoproteinas, que servem de fonte nutricional para bactérias
sacaroliticas e proteoliticas. Esse fracasso associado a um selamento apical
inadequado geralmente € observado a longo prazo pela manutencao de restos
necréticos e bactérias no interior do sistema de canais radiculares (Lopes &
Siqueira, 2004).

Maniglia et al. (2007) observaram que a longevidade do tratamento
endodontico depende da estabilidade dimensional do material obturador. Neste
trabalho pode ser destacado algumas consideracbes: a) técnicas de
termocompactacédo (10 segundos) e compressao vertical causaram degradacdes
na guta-percha, gerando perda de massa molar; b) aquecimentos excessivos do
polimero guta-percha causaram sua degradacao, gerando a formacéao de produtos
volateis e perda de massa molar; c) a guta-percha (trans 1,4-poliisopreno)
degradou lentamente no interior do canal radicular, observado apés 15 anos e
este processo foi influenciado por fatores externos como a infeccdo endoddntica.



Essa degradacdo quimica (oxidagdo e perda de massa molar) do material
obturador compromete o selamento apical, causando a reinfeccdo local, e a
necessidade do retratamento endodéntico independentemente do quadro

sintomatico.

Nos casos em que o curativo de demora ou material obturador ficarem
expostos ao meio bucal, a recontaminacao ocorre de fato, o que possivelmente
levara ao insucesso do tratamento endodéntico (Siqueira & Uzeda, 1996; Shipper
et al., 2005). A contaminacdo de dentes tratados endodonticamente também
ocorre, através da infiltracdo coronaria dos mesmos, via restauracoes temporarias
ou definitivas deficientes (Siqueira et al.,, 1999; Adib et al., 2004). Ray & Trope
(1995) avaliaram radiograficamente 1010 dentes tratados endodonticamente
correlacionando a qualidade da obturagéo e da restauragao coronaria. A qualidade
técnica da restauracdo coronaria foi significantemente mais importante que a
qualidade do tratamento endodéntico para a determinacao do reparo da regiao

periapical.

Ao observar o insucesso do tratamento endoddntico, independente da
sua etiologia, o retratamento do canal radicular é preferivel a cirurgia periapical ou
exodontia (Bergenholtz et al., 1979; Lovdahl, 1992; Caliskan & Sen, 1996; Weiger
et al, 2000). A Associacdo Americana de Endodontia (Quality Assurance
Guidelines), proporam critérios clinicos e radiogréaficos de avaliagdo do sucesso ou
fracasso endodontico. Sdo considerados insucessos do tratamento endoddntico,
dentes com sintomas persistentes, fistula ou edema, desconforto a palpacao ou a
percussao, evidéncia de fratura dental irreparavel com excessiva mobilidade ou
perda 0ssea periodontal ativa e perda de funcao do dente. Radiograficamente os
critérios determinantes do insucesso sdao aumento da espessura do ligamento
periodontal, auséncia de reparo 6sseo no interior da lesdo ou aumento da
rarefacdo, auséncia de neoformacdo de lamina dura, presegca de rarefacdes
O0sseas em areas onde previamente nao existiam e reabsorcdes ativas associadas

a outros sinais radiograficos de insucesso.



O tempo de acompanhamento clinico-radiografico apds o tratamento
endoddntico para a determinacado do sucesso dessa terapia varia de 4 anos pés-
tratamento (Engstrdm, 1964; Quality Assurance Guidelines 1987; Sjégren et al.,
1997), 2 anos (Bender et al., 1966; Bergenholtz et al, 1979), 1 ano e meio

(Friedman et al., 1995) e até mesmo 1 ano (Reit, 1987).

A taxa de sucesso do retratamento de um dente com periodontite apical
é de 66% (Allen et al., 1989; Hepworth & Friedman, 1997), ou seja menor que um
dente ainda ndo tratado que varia de 85 a 96% (Swartz et al., 1983; Sjogren et al.,
1990; Smith et al., 1993). Molander et al. (1998) sugeriram que esse progndstico
ruim em dentes indicados ao retratamento endodéntico se deve a dificuldade na

eliminacdo da microbiota especifica.

Sjogren et al. (1990) avaliaram 356 dentes apés 8 a 10 anos do
tratamento endoddntico, e encontraram 96% de sucesso em dentes sem lesdo
periapical e 86% naqueles com necrose pulpar e lesdo. Smith et al. (1993) em
estudo retrospectivo analisaram 821 dentes apdés 5 anos do tratamento
endododntico, e encontraram uma taxa de sucesso de 84,29%. Friedman et al.
(1995), encontraram um indice de sucesso de 97% em casos de dentes sem
lesbes periapicais, e 63,2% em dentes com lesdes. Imura et al. (2007) observaram
que de 624 dentes indicados ao retratamento convencional, a taxa de sucesso foi
de 85,9%, detectando maiores porcentagens em dentes anteriores e pré-molares
quando comparados aos molares.



2.2 Microbiota do canal radicular de dentes com insucesso endodontico:
investigacao pelo método de cultura e pela técnica da reacao em cadeia da
polimerase (PCR)

2.2.1 Identificacao de microrganismos pelo método de cultura

A infeccdo endodéntica secundaria € causada por microrganismos que
ndo estavam presentes na infeccdo endodontica primaria, mas que invadiram o
interior do canal radicular em algum momento apds o tratamento endoddntico. A
infeccdo persistente é causada por microrganismos que participavam da infeccao
endoddntica primaria ou secundaria e, que de alguma maneira resistiram aos
procedimentos antimicrobianos intracanais e sobreviveram aos periodos escassos

de nutrientes em canais tratados (Siqueira, 2002).

Estudos revelaram que a microbiota de um dente tratado
endodonticamente difere daquela encontrada normalmente em dentes necrosados
e nao tratados (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Hancock et al., 2001;
Gomes et al., 2004). Enquanto a necrose dos canais radiculares caracteriza-se por
uma infeccao polimicrobiana com proporcées equivalentes de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, prevalecendo bactérias anaerdbias estritas (Mdller,
1966; Moller et al., 1981; Sundqvist, 1992; Wasfy et al., 1992; Peciuliene et al.,
2001); a microbiota de um dente indicado ao retratamento endodéntico predomina
bactérias Gram-positivas, numero limitado de microrganismos e espécies
anaerodbias facultativas superiores as anaerobias estritas (Molander et al., 1998;
Peuciliene et al., 2000; Hancock et al., 2001; Cheung & Ho, 2001; Pinheiro et al.,
2003b; Gomes et al., 2004).
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Molander et al. (1998) detectaram 117 espécies bacterianas em 68
(68%) de 100 dentes tratados endodonticamente com periodontite apical. Na
maioria dos casos foram encontradas de 1 a 2 espécies (85%), predominando
bactérias anaerdbias facultativas (69%). Frequentemente foram isoladas espécies

do género Enterococcus spp. (32% dos dentes investigados).

Sundqvist et al. (1998) verificaram a microbiota de 54 dentes com
insucesso endodéntico e lesao periapical persistente. Os dentes foram retratados
e acompanhados por um periodo de cinco anos. Foram realizadas trés coletas
microbiolégicas; a primeira ap6s a desobturagdo dos canais radiculares; a
segunda antes do preparo dos canais radiculares e a terceira ap6s o preparo e a
utilizacdo de medicacgéo intracanal com hidréxido de calcio [Ca(OH).] por 7-14
dias. Os autores detectaram crescimento de microrganismos em 44% das
amostras (24/54), principalmente uma Unica espécie predominando bactérias
Gram-positivas. O isolado mais comumente encontrado foi de Enterococcus
faecalis (37,5% dos casos). A taxa de sucesso no retratamento endodéntico foi de
74%, entretanto nos canais onde foi identificada a presenca de E. faecalis o indice
de sucesso foi de 66%. Diante do exposto concluiram que a microbiota de um
dente tratado endodonticamente difere de dentes n&o tratados. A infecgdo no
momento da obturacdo e o tamanho da lesdo periapical influenciaram

negativamente no prognaostico.

Segundo Peciuliene et al. (2001) foram isolados 33 (83%)
microrganismos de 40 dentes incluidos no estudo. Fungos (Candida albicans)
foram encontrados em 6 casos (18%) sempre associados as bactérias. Bacilos
entéricos Gram-negativos facultativos foram encontrados em trés casos Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, sempre associados a presenca
de E. faecalis (21 dentes — 64%). Desses 21 dentes, 11 apresentavam E. faecalis
como cultura pura. O numero total de microrganismos isolados foi de 40 UFC a 7 x
10" UFC e o tamanho da lesdo (maior diametro) foi de 2 mm a 13 mm. A média de
unidades formadoras de colbénias (UFCs) para as lesbes com didmetro de 2 a
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4mm foi de 1,4 x 107, para as lesées de 5 e 6 mm foi de 4,8 x 10°, e para as
lesbes de 7 a 13 mm foi de 2,4 x 10”. Apbs o preparo quimico-mecanico foi
detectado crescimento bacteriano em 10 casos de 33. Foram encontrados E.
faecalis em seis casos, em cinco dentes esse microrganismo apresentava em
cultura pura. Fungos nao foram detectados nessa segunda coleta. O numero de
bactérias apdés o PQM mostrou-se sempre abaixo de 1% do total obtido na

primeira coleta.

Cheung & Ho (2001) detectaram a presenca de microrganismos em
doze (66,7%) de dezoito amostras de dentes assintomaticos com lesédo periapical,
indicados ao retratamento endodéntico. O total de colénias foi de 0 a 2,3 x 10°
UFC/mL (mediana: 1,2 x 10® UFC/mL). Cocos Gram-positivos, anaerdbios
facultativos foram o0s microrganismos mais frequentemente isolados,
especialmente os géneros Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. € a espécie
Pseudomonas aeruginosa. E. faecalis ndo foi detectado. Radiograficamente a
rarefagdo periapical apresentou entre 0,44 mm? a 38,19 mm? (média de 6,8 mm?).
Nao houve correlagcdo entre o tamanho da lesdo periapical e UFC/mL (p>0,05).
Nenhuma associacao foi encontrada entre a radiolucidez periapical € 0 nimero de
espécies isoladas do canal radicular. Entretanto, em quatro casos caracterizados

como obturacao ruim apresentaram elevado numero de espécies.

Hancock et al. (2001) investigaram a composicao da microbiota de 54
dentes com insucesso do tratamento endodéntico, os quais 34 apresentaram
crescimento microbiano (61,1%). Foi obtido um total de 57 espécies bacterianas
com uma média de 1,69 espécies por dente e predominancia de Gram-positivos
(80,4%). As espécies mais comumente encontradas foram E. faecalis, assim como
0s géneros Peptostreptococcus spp., Actinomyces spp., € Streptococcus spp. A
porcentagem de E. faecalis foi de 30,3% (10 casos em 33) nos casos que tiveram
crescimento bacteriano e 18,5% (10 casos de 54) de toda a amostra. Candida
albicans foi detectada em um caso. Os autores observaram também que mais de

um terco dos casos foram caracterizados como monoinfec¢des. A falta de
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nutrientes cria condicbes no ambiente que bactérias Gram-positivas sobrevivem
sem sinergismo com outras bactérias. Nesse mesmo trabalho avaliaram também o
efeito da distancia da guta-percha do apice, tamanho da lesédo, grupo dentario,
presencga/auséncia de pino, e a qualidade da restauracdo sobre o crescimento
microbiano. A distancia da guta-percha em relacao ao apice e o tamanho da leséo
apresentaram diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Quando a distancia
foi maior que 2 mm ou o tamanho da lesdo maior que 5 mm, houve um aumento
de bactérias viaveis. Observou-se um crescimento bacteriano em 75% (9 de 12)
dos canais onde a distancia ficou entre 2 e 4 mm, e em 78,5% (11 de 14) dos
canais com tamanho maior que 5 mm. Além disso, afirmaram que o nimero de
espécies bacterianas isoladas dos dentes tratados endonticamente esta
relacionado com a qualidade do tratamento endodéntico inicial. Dentes com
tratamento endodéntico inadequado, e que ndo tiveram uma limpeza efetiva,
apresentaram maior numero de espécies bacterianas quando comparados aos
dentes bem tratados; provavelmente devido a um ambiente similar ao existente
em um dente infectado e nao tratado. No estudo de Sundqvist et al. (1998), um
caso observado radiograficamente com tratamento endoddéntico ruim, apresentou

uma microbiota semelhante de um dente necrosado néao tratado.

Pinheiro et al. (2003b) identificaram a microbiota nos casos de
insucesso endodéntico e associaram as caracteristicas clinicas com a presenca
dessas bactérias. Foram realizadas coletas microbiolégicas ap6s a desobturagéo
de 60 canais radiculares, e detectaram 51 (85%) culturas positivas, 1 ou 2
espécies por canal, havendo predominancia de bactérias Gram-positivas (83,3%)
anaerodbias facultativas (57,4%). E. faecalis foi a espécie mais frequentemente
identificada. O género Peptostreptococcus spp., esteve associado com
sintomatologia clinica (p<0,01). Foram encontradas associacdes significantes
entre dor ou histéria de dor e infeccao polimicrobiana ou anaerébios (p<0,05); dor
a percussdo e Prevotella intermedia/Prevotella nigrescens (p<0,05); fistula e
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Streptococcus spp. (p<0,001) ou Actinomyces spp. (p<0,01); auséncia de

selamento coronario e Streptococcus spp. ou Candida spp. (ambos com p<0,01).

Adib et al. (2004) identificaram bactérias de canais de dentes tratados
endodonticamente com leséo periapical persistente e infiltracdo coronaria. Oito
dentes recém extraidos foram seccionados transversalmente em trés partes: coroa
e dois segmentos da raiz (coronario e apical), que foram coletados
individualmente. Foram isolados microrganismos de todos os dentes, totalizando
252 cepas. Houve predominénica de bactérias anaerdbias facultativas (189/252,
75%), seguido de anaerdbios estritos (43/252, 17%) e aerdbios (14/252, 5,6%) e
Candida spp. (6/252, 2,4%). Frequentemente foram detectadas cepas Gram-
positivas (209/252, 82,1%). Os géneros mais prevalentes foram Staphylococcus
spp. (48/252, 19%), Streptococcus spp. (44/252, 17,5%), Enterococcus spp.
(20/252, 7,9%) e Actinomyces spp. (20/252, 7,9%). Em relacdo aos anaerobios, o
género Peptostreptococcus spp. foi detectado em 20 (6,7%) de 252 dentes. Na
maioria dos dentes foram encontrados os géneros Staphylococcus spp. (6/8
dentes) e Enterococcus spp. (5/8 dentes). A grande quantidade de
microrganismos isolados nos canais radiculares se deve principalmente as
infiltracbes corondrias e, também a sensibilidade da técnica de coleta e cultura
utilizadas.

Enterococcus faecalis é uma espécie anaerdbia facultativa comensal
frequentemente detectada no canal radicular de dentes com infeccdo endodéntica
secundaria (Sirén et al., 1997; Molander et al., 1998; Sundqvist et al, 1998;
Peciuliene et al., 2000; Hancock et al., 2001; Peciuliene et al., 2001; Pinheiro et
al., 2003b; Siqueira & Récas, 2004; Récas et al., 2004c; Gomes et al., 2008a), e
pode invadir o canal radicular através da microinfiltracdo coronaria ou por uma
contaminacao durante tratamento endodéntico prévio (Cheug & Ho, 2001). Muitos
estudos mostraram resisténcia do E. faecalis frente ao Ca(OH), (Bystrom et al.,
1985; Haapasalo & Qrstavik, 1987; Sirén et al., 1997).
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Fungos podem ser isolados de dentes com insucesso do tratamento
endodéntico (Nair et al., 1990a; Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998).
Candida albicans é a espécie de fungos mais comumente detectada nos casos de
retratamento endodéntico (Siqueira & Rogas, 2009), e sua presenga pode ser
resultado de contaminac&o proveniente da cavidade bucal (Waltimo et al., 1997).
Baumgartner et al. (2000) através do uso da técnica molecular de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) detectaram fungos em 21% dos dentes com
periodontite apical. Fungos (Candida albicans) foram encontrados em 6 casos
(18%) sempre associados as bactérias (Peciuliene et al., 2001). Egan et al. (2002)
relataram que a presencga de fungos nos canais radiculares estava associada com
a sua presenca na saliva, e que houve alguma comunicagdo dos canais
radiculares com o meio bucal, através de infiltracoes coronarias ou fistulas, nos

casos onde fungos foram isolados.

Baseado nos trabalhos que utilizaram a metodologia por cultura na
identificagdo microbiolégica nos casos de insucesso do tratamento endodéntico,
observaram uma microbiota com numero limitado de espécies e
predominantemente Gram-positivos (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998;
Peciuliene et al., 2000; 2001; Pinheiro et al., 2003a; 2003b). Entretanto, técnicas
moleculares revelaram uma microbiota mais complexa nesses casos de
retratamento (Roécgas et al., 2004b; Siqueira & Rdcas, 2004; Schirrmeister et al.,
2007; Gomes et al., 2008a).

2.2.2 Deteccao de microrganismos pela técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)

Em 1985, um grupo de cientistas da Cetus Corporation padronizou uma
técnica por meio da qual eram geradas, a partir do DNA genbémico, grandes
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quantidades de um fragmento especifico de DNA, correspondendo a genes
presentes como cépia Unica no genoma. Essa metodologia, baseada em uma
reagao de replicagao in vitro, consiste em uma reagéo de polimerizagdo em cadeia
(Polymerase Chain Reaction — PCR), na qual se obtém o enriquecimento de um
fragmento especifico de DNA por meio de sua duplicacdo em modo exponencial.
A técnica de PCR é tao sensivel que uma unica molécula de DNA pode, em teoria,
servir como molde para amplificagdo. Assim, um gene presente no genoma como
copia unica pode ser amplificado a partir de DNA genémico complexo, podendo
ser posteriormente visualizado como uma banda discreta, constituida por
moléculas de DNA, por meio da eletroforese em gel de agarose corado com
brometo de etideo (Azevedo et al., 2003).

Segundo Azevedo et al. (2003), o principio da PCR envolve trés etapas
basicas, requeridas na reacao de sintese de qualquer DNA, que sao repetidas por
varias vezes , em ciclos: (1) Desnaturacao térmica do DNA molde. (2) Anelamento
de oligonucleotideos sintéticos, que funcionam como iniciadores da reagdo de
polimerizacdo, a cada uma das fitas do DNA molde. (3) Polimerizagdo das novas
fitas de DNA a partir de cada um dos iniciadores, utilizando cada um dos quatro
(dNTP) como substrato da reacao de polimerizacao.

Rolph et al. (2001) investigaram 41 amostras clinicas coletadas de 15
canais radiculares de dentes com necrose pulpar e lesao perirradicular e de 26
dentes com tratamento endoddntico prévio, através do método convencional de
cultura e PCR 16S rRNA. No método de cultura e PCR foram isolados
microrganismos em 44% e 68%, respectivamente. Cinco casos de infecgdes
refratarias analisados pelo método de PCR revelaram espécies dos géneros
Capnocytophaga, Cytophaga, Dialister, Eubacterium, Fusobacterium, Gemella,
Mogibacterium, Peptostreptococcus, Prevotella, Propionibacterium, Selenomonas,
Solobacterium, Streptococcus e Veillonella. Enterococcus spp. nao foram isolados
nos cinco casos estudados. Os autores concluiram que técnicas moleculares

podem detectar a presenca de bactérias que ndo foram isoladas pelo método de
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cultura, e pode ser util na identificagcdo de uma diversidade bacteriana relacionada
as infeccoes endodbnticas, inclusive a presenca de bactérias nao cultivaveis.

Siqueira & Rocgas (2004) investigaram 19 espécies microbianas através
do método de PCR de 22 canais de dentes com lesdo periapical persistente
indicados ao retratamento endodéntico. Todas as amostras apresentaram pelo
menos uma espécie microbiana. Enterococcus faecalis foi a espécie mais
prevalente (17/22, 77% dos casos). Outras espécies detectadas foram
Pseudoramibacter alactolyticus (12/22, 52%), Propionibacterium propionicum
(11/22, 52%), Dialister pneumosintes (10/22, 48%) e Filifactor alocis (10/22, 48%).
Candida albicans foi encontrada em 9% (2/22) das amostras. A maioria das
amostras mostraram infec¢cdo mista, com uma média de 4 espécies por canal (1 —
11). Para os casos em que a guta-percha da obturacdo estava a 2 mm do apice
radiografico, a média do numero de espécies foi 3 (1 — 5); enquanto nos casos em
que essa distancia foi maior que 2 mm, a média foi de 5 espécies (2 — 11). Essa
diferenca mostrou diferenca estatisticamente significante (p<0,05). A quantidade
de DNA variou de 30 a 730 ng/uL.

Foschi et al. (2005) analisaram através da PCR, a presenca de
bactérias (Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Tannerella forsythensis, Treponema denticola) em infec¢des de canais radiculares.
Associacoes de bactéria com sintomatologia clinica foram investigadas. Foram
selecionados 62 dentes com infeccdo endodéntica. Desses casos, 71%
apresentaram infeccdo endodbntica primaria, e 29% infeccao secundaria. E.
faecalis foi detectado em 60% de dentes com periodontite apical crénica e em
72% de dentes com infeccdo secundaria. Foi observada associagao significante
de periodontite apical crdnica e infeccdo endoddntica secundaria com a presenca
de E. faecalis (p<0,01). T. denticola foi frequentemente detectado nos casos de
sintomatologia com radioluscéncia periapical (p<0,01). Os autores concluiram que
o insucesso do tratamento endoddntico estava associado com a deteccao de E.
faecalis.
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Gomes et al. (2005) avaliaram pelo método de cultura microbiana e
PCR a presenca de quatro bactérias produtoras de pigmento negro
(Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia, e
Prevotella nigrescens) em infeccdes endoddnticas. As coletas foram realizadas de
50 dentes com necrose pulpar e 50 dentes com insucesso endoddntico. Espécies
bacterianas foram detectadas pela cultura e PCR, 13/100 e 50/100,
respectivamente. Os microrganismos cultivaveis representaram 11/50 (22%) na
infecgdo primaria e 2/50 (4%) na infeccdo secundaria. Por outro lado, a deteccéo
das espécies pelo PCR na infeccao primaria e secundaria foi de 32/50 (64%) e
18/50 (36%). P. gingivalis foi raramente isolado por cultura (1%), entretanto
detectada frequentemente por PCR (38%). P. endodontalis nao foi isolado por
cultura, apenas foi detectada por PCR em 25% das amostras. P. gingivalis, P.
endodontalis, P. intermedia, e P. nigrescens foram mais frequentemente
identificados nos casos de infeccao endoddntica primaria que a secundaria. Tanto
o método de cultura quanto PCR, detectou em alta frequéncia a presenca de
microrganismos produtores de pigmentos negros.

Gomes et al. (2006a) investigaram em casos de infeccdo endoddntica
primaria (n=50, IEP) e secundaria (n=50, IES) bactérias anaerdbias estritas, tais
como Filifactor alocis, Tannerella forsythia, e Treponema denticola. Os resultados
mostraram F. alocis (23 canais com IEP e 12 canais com IES), T. forsythia (12
canais com IEP e 3 canais com IES) e T. denticola (19 canais com IEP e 12 canais
com IES). Foram observadas associacdes entre |IEP e a presenga de F. alocise T.
forsythia (ambos p<0,05). Também foram encontradas associa¢des entre: dor e F.
alocis; edema e F. alocis; dor a percussao e T. forsythia; mobilidade e T. forsythia
e T. denticola; canais umidos e F. alocis, T. forsythia e T. denticola; exsudato
purulento e F. alocis, T. forsythia e T. denticola; abscesso e F. alocis, T. forsythia e
T. denticola (todos p<0,05). Os autores concluiram que F. alocis, T. forsythiae T.
denticola parecem estar associados com sinais e sintomas clinicos. Além disso, F.
alocis e T. forsythia foram mais frequentemente detectados em IEP que na IES.
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Schirrmeister et al. (2007) investigaram a presenga de microrganismos
por cultura e nested PCR em dentes assintomaticos tratados endodonticamente
com lesao periapical. Utilizaram um protocolo de desinfeccdo com NaOCI 2,5%,
EDTA 17%, CLX 2% seguido da medicacgao intracanal de hidroxido de calcio
[Ca(OH)2]. Apbs a remocao do material obturador, detectaram microrganismos em
60% (12/20) pelo método de cultura e 65% (13/20) por PCR. Na quantificacao de
colonias observaram de 0 a 7,8 x 10”7 UFC/mL (mediana: 3,5 x 10® UFC/mL) e de
3,0 x 10% a 1,0 x 10° UFC/mL (mediana: 1,5 x 10° UFC/mL) em relagdo a cultura
de aerdbios e anaerodbios, respectivamente. Em 4 das 20 amostras iniciais foram
detectados DNA de E. faecalis. Ap6s o preparo do canal radicular associado com
a irrigacdo de NaOCl 2,5% e EDTA 17% nao houve crescimento de
microrganismos, assim como apdés o uso da CLX 2%. Entretanto apods a
medicagéao intracanal foi detectado microrganismos em dois dentes.

Gomes et al. (2008a) investigaram através da PCR nove espécies
bacterianas em 45 dentes tratados endodonticamente com lesdo periapical, e
correlacionaram essas espécies com sintomatologia clinica. A espécie mais
prevalente foi E. faecalis (77,8%), seguido por Peptostreptococcus micros (51,1%).
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia e
Prevotella nigrescens foram detectadas em 35,6%, 22,2%, 11,1% e 11,1% das
amostras, respectivamente. Além disso, do total das amostras detectaram
Filifactor alocis em 26,7%, Treponema denticola em 24,4% e Tannerella forsythia
em 4,4%. T. denticola e P. micros apresentaram associagdo com dor a percussao
(p<0,05). P. nigrescens esteve associada com dor espontanea e abscesso
(p<0,05). P. endodontalis e P. nigrescens mostraram associagdo com exsudato
purulento (p<0,05).

Blome et al. (2008) estudaram em dentes humanos, a presenca € o
nuamero de espécies especificas, assim como a carga bacteriana total de dentes
com periodontite apical crénica utilizando o método da PCR em tempo real (Real-
time PCR). Quarenta pacientes foram divididos em infec¢do primaria (n=20) e
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infeccdo secundaria (n=20). Foram obtidas amostras antes e apés o PQM dos
canais radiculares, e apés 14 dias de medicacao intracanal com Ca(OH).. Analise
através da PCR em tempo real possibilitou a quantificacdo bacteriana total e de
nove espécies selecionadas (P.m., Peptostreptococcus micros; P.e.,
Porphyromonas endodontalis; T.d., Treponema denticola; T.f., Tannerella
forsythia; F.n., Fusobacterium nucleatum; P.g., Porphyromonas gingivalis; P.i.,
Prevotella intermedia; A.a., Actinobacillus actinomycetemcomitans; E.f.,
Enterococcus faecalis). Os canais radiculares dos dentes com infec¢do primaria
apresentaram uma carga bacteriana total significantemente maior que os dentes
indicados ao retratamento (p<0,05). Inicialmente, a média bacteriana total nos
casos de retratamento foi de 2,1 x 10° e apds o preparo do canal radicular reduziu
para 3,6 x 10* e ap6s a medicacao intracanal para 1,4 x 10°, mostrando diferenca
significante em relagéo a coleta inicial. Os autores verificaram que apés o PQM do
canal radicular foi observado uma reducdo bacteriana de 97,3% na infecgao
endoddntica secundaria e 99,9% na infeccao endodéntica primaria. P. m. e P. e.
foram as espécies mais frequentemente detectadas em ambos os grupos,
entretanto A. actinomycetemcomitans nao foi encontrado. A diversidade
bacteriana no canal radicular foi maior no grupo da infeccdo priméaria. Foram
encontradas associagdes positivas em relacdo a frequéncia de deteccéo
simultanea de espécies bacterianas na coleta inicial entre: P.m. e P.e., P.g., F.n., e
T.f.; T.f.eTd.,; T.feF.n;P.e.eP.g.; P.e.eF.n (p<0,05, paratodos).

Gomes et al. (2008b) investigaram Gemella morbillorum por cultura e
nested PCR em infeccbes endodbnticas primarias (n=50) e secundarias (n=50).
Do total de 100 canais radiculares, através do método de cultura e PCR foram
identificadas 23 e 77 espécies, respectivamente. Gemella morbillorum foi
detectada em infecgcdes endodoOnticas primarias e secundarias pelo método de
cultura em 19 de 50 (38%) e 4 de 50 (8%), respectivamente; por outro lado pela
analise de PCR obteve 41 de 50 (82%) e 36 de 50 (72%), respectivamente. Os
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autores destacaram a maior frequéncia desse microrganismo na infecgao primaria,

e seu alto numero obtido pelo método molecular.

Roécas et al. (2008) estudaram a presenca e niveis relativos de 28
espécies bacterianas de canais radiculares com tratamento endoddntico prévio,
utiizando a analise de checkerboard hybridization de captura reversa. PCR foi
utilizado para detectar Enterococcus faecalis e Candida albicans. Foi detectado
DNA bacteriano em todas as amostras. Vinte de 28 espécies da sonda genética
foram detectadas em pelo menos uma amostra. Os microrganismos
frequentemente detectados incluiram: Streptococcus spp. (47%), Lactobacillus
spp. (85%), Dialister invisus (29%), Eubacterium infirmum (29%), Prevotella
intermedia (29%), Selenomonas sputigena (29%), Synergistes clone BA121 (29%),
e Treponema denticola (29%). Somente seis cepas foram detectadas em niveis
acima de 10°. Desses, Streptococcus spp. e T. denticola foram os mais
prevalentes. O numero de espécies detectadas por amostra variou entre 1 a 18
(média de 5,2). Através do PCR foi detectado E. faecalis (47%) e C. albicans (6%).
A maioria dos casos apresentou uma infecgdo mista, E. faecalis quando presente
nao foi a espécie dominante. Outras espécies bacterianas foram detectadas e
podem estar envolvidas na etiologia da periodontite apical pés-tratamento
endodontico.

2.3 Endotoxina associada a patogénese endodontica

Endotoxina ou lipopolissacarideo (LPS) esta presente em bactérias
Gram-negativas, e é composto por polissacarideos, fosfolipideos e polipeptideos.
LPS, em termos moleculares, é formado por um grupo bastante heterogéneo. E
constituido de uma ancora hidrofébica chamada lipidio A, responsavel pela
atividade endotdxica da molécula. Em sua parte central ha diferentes cadeias de
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acucares e no outro extremo cadeias de polissacarideos (Antigeno O) (Bos et al.,
2007).

LPS é liberado durante a multiplicagdo ou morte celular, causando
efeitos biologicos (Barthel et al., 1997), os quais levam a reacdo inflamatéria e
reabsorcdo d&ssea nas periodontites apicais (Yamasaki et al, 1992). As
endotoxinas ndao agem diretamente sobre os érgaos, induzem respostas do
sistema imune. Caracterizam-se como ativadores policlonais, responsaveis por
fenbmenos que iniciam a resposta inflamatéria, tais como: quimiotaxia de
polimorfonucleares (PMNs), liberacdo de enzimas lisossomais de PMNs, promove
a liberacdo de colagenase dos macréfagos, ativacao do sistema complemento,
aumento da temperatura corporal, atragcdo de osteoclastos (Farber & Seltzer,
1988), alteracao da estrutura e funcao de varios érgaos e células, assim como das
funcdes metabdlicas e hemodinamicas (Martich et al., 1993).

Endotoxinas liberadas por bactérias Gram-negativas tém sido
detectadas em infecgdes primarias dos canais radiculares (Schein & Schilder,
1975; Dahlén & Bergenholtz, 1980; Jacinto et al.,, 2005; Vianna et al., 2007;
Martinho & Gomes, 2008). Altos niveis de endotoxinas tém sido associados com o
desenvolvimento de dor espontanea (Schein & Schilder, 1975; Horiba et al., 1991;
Khabbaz et al.,, 2001; Jacinto et al., 2005;) e sintomatologia clinica como dor a
percussao (Jacinto et al., 2005; Martinho & Gomes, 2008) e dor a palpagao
(Jacinto et al., 2005). O acumulo de componentes bacterianos na regidao do
periapice com alto potencial inflamatério (LPS), pode estimular a liberagcdo de
citocinas pré-inflamatérias por neutréfilos e monécitos/macréfagos locais (Wilson
et al., 1996). As infeccdes crbnicas envolvem diferentes citocinas inflamatérias
(Stashenko et al., 1990) como fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-1 (IL-
1), IL-6 e IL-8.

A alta toxicidade de endotoxinas foi observada in vivo (Dahlen &
Bergenholtz, 1980; Pitts et al., 1982) no desenvolvimento de inflamagéo periapical
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e reabsorcéo 6ssea alveolar, e in vitro (Tani-Ishii et al.,, 1995; Wilson et al., 1996;
Hong et al., 2004), estimulando células na liberagédo de citocinas inflamatérias que
causam a destruicao tecidual (Lin et al., 2001). Essa atividade endotéxica faz com
que essa molécula tenha de ser neutralizada e/ou removida do interior de canais
infectados durante o tratamento endodéntico, para auxiliar no processo de reparo

dos tecidos periapicais.

Foram realizados estudos in vitro e in vivo envolvendo a quantificagdo
de LPS em dentes com necrose pulpar e lesdo periapical, assim como estudos
apds o preparo quimico-mecéanico, mostrando a eficacia dos procedimentos
endoddnticos na reducgéo e/ou eliminacdo do conteddo endotdoxico e com objetivo

de encontrar métodos para neutralizagdo de seus efeitos tdxicos.

Buck et al. (2001) investigaram in vitro a acao das solugdes irrigadoras
utilizadas no tratamento endoddntico e do hidréxido de calcio [Ca(OH),] sobre o
LPS bacteriano, através da técnica de espectrometria de massa e cromatografia
gasosa. Em tubos de vidro apirogénicos foram misturados 25 uL de LPS + 0,5 mL
de agua apirogénica + 0,5 mL do irrigante a ser testado: agua, EDTA 15%, etanol
95%, clorexidina (CLX) 0,12%, CLX 0,12% + hipoclorito de s6dio (NaOCI) 2,6%,
CLX 0,12% + NaOCI 2,6% + etanol 95% e NaOCI 2,6% sozinho. Cada irrigante foi
exposto por 30 minutos e para o Ca(OH). os periodos foram de 1, 2 e 5 dias. A
inativacao do LPS foi medida através da quantificacdo de acidos graxos liberados.
O Ca(OH); por 5 dias, e a associagao de CLX 0,12% + NaOClI 2,6% + etanol 95%
hidrolizaram a porcdo ativa da endotoxina (lipidio A), enquanto que as demais
solucbes experimentais apresentaram pouco ou nenhuma capacidade de

inativacao.

Khabbaz et al. (2001) investigaram a presenca de endotoxina na polpa
de dentes (n=28) com carie sintomaticos (n=15) e assintomaticos (n=13), e de
cinco dentes higidos como controle. Em todos os casos, a polpa foi pesada com
aproximadamente 8 mg. A quantificacdo de endotoxina foi realizada através do

23



teste cromogénico Lisado Amebdcito Limulus (LAL-1000). Endotoxinas foram
detectadas no tecido pulpar de todos os dentes sintomaticos cariados com uma
média de 0,15773 ng/mL, por outro lado nos dentes assintomaticos essa média
foi de 0,10723 ng/mL. No grupo controle nao foi detectada endotoxina. A
concentracdo de endotoxina no tecido pulpar de dentes sintomaticos foi
significantemente maior que nos dentes assintomaticos. A presenga de endotoxina
na polpa de dentes cariados indica um papel importante na patogénese e
sintomatologia pulpar, sendo que quanto maior a concentracdo de endotoxina,

maior a severidade da dor.

Tanomaru et al. (2003) avaliaram o efeito do preparo biomecénico com
diferentes solugdes irrigadoras e do Ca(OH). sobre LPS (Escherichia coli) em
canais radiculares de cdes. Foram utilizados 140 pré-molares divididos em: 1)
NaOCI 1%, 2) NaOCI 2,5%, 3) NaOCl 5%, 4) CLX 2%, 5) solucao salina, 6) LPS
mantido em todo o periodo experimental, 7) preparo biomecanico com solucao
salina e posterior medicacéo intracanal com Ca(OH), (Calen). Apds 60 dias, os
cdes foram sacrificados e realizados avaliagbes do infiltrado inflamatorio,
espessura do ligamento periodontal, reabsor¢cdo cementaria e &ssea. Os
resultados histopatolégicos mostraram maior infiltrado inflamatério, maior
espessura do ligamento periodontal, e maior reabsor¢cao cementaria e éssea nos
grupos 1 a 6 quando comparado com o grupo 7 [medicagdo intracanal com
Ca(OH),]. Os autores concluiram que o preparo biomecénico associado as
solugdes irrigadoras nao inativaram o LPS, entretanto o Ca(OH). como medicacao

intracanal pareceu inativar os efeitos induzidos pela endotoxina in vivo.

Hong et al. (2004) verificaram a agdo do LPS sobre a inducao de
reabsorcdo 6ssea nos tecidos periapicais, avaliando a polimixina B no tratamento
dessas lesdes. O LPS foi isolado de dois patégenos endoddnticos (Fusobacterium
nucleatum e Porphyromonas endodontalis), este foi inserido em macréfagos de
ratos para liberar interleucina 1 alfa (IL-1 alfa) e fator de necrose tumoral (TNF-
alfa). Os resultados mostraram uma combinagédo do LPS com o aumento da
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estimulacdo. A polimixina B inibiu significantemente esses efeitos. O LPS
estimulou a expressdao génica da matriz de metaloproteinase 1 (MMP-1). Os
anticorpos anti IL-1 alfa e TNF-alfa apresentaram diminuicdo de seus efeitos. A
administragdo de polimixina B reduziu as extensdes de reabsor¢cdo Ossea e
simultaneamente o numero do fator produtor de macréfagos. Concluiram que a
liberacdo de LPS dos canais radiculares infectados estimula a sintese de IL-1 alfa
e TNF-alfa de macrofagos. Estas citocinas pré-inflamatoérias regulam a producéo
de MMP-1 pelos macréfagos, as quais induzem reabsorc¢des periapicais.

Jacinto et al. (2005) quantificaram a concentragéo de endotoxina de 50
canais radiculares de dentes necrosados, e investigaram a relacdo entre tal
concentragdo com sinais e/ou sintomas de origem endodéntica. Para a
quantificacdo de endotoxina em cada amostra foi utilizado o método cromogénico
QCL-1000. Além disso, através do método de cultura microbiana, foram
registrados os numeros de UFCs de cada amostra. Todas as amostras
apresentaram crescimento de microrganismos e presenca de endotoxinas, com
uma média de 10 a 5 x 10°, e 2390 — 22100 EU/mL, respectivamente. Nos casos
associados a dor espontanea, a média de UFCs foi de 1,43 x 10°, enquanto nos
assintomaticos foi de 9,1 x 10*. A concentracdo média de endotoxina nos casos
com dor espontéanea foi de 18540 EU/mL, enquanto que nos casos assintomaticos
a média foi de 12030 EU/mL. Foi encontrada correlacdo positiva entre a
concentragdo de endotoxina e os casos sintomaticos. Os autores concluiram que
as endotoxinas estao presentes em altas concentragcdées nos canais radiculares de

dentes sintomaticos.

Oliveira et al. (2007) avaliaram o efeito de irrigantes endodonticos sobre
endotoxinas em canais radiculares. Foram selecionados 98 dentes humanos
extraidos. Endotoxina de Escherichia coli foi utilizada para inoculagdo em 84
canais unirradiculares, sendo ampliados e divididos em sete grupos (n=14) de
acordo com a solucgao irrigante preconizada. Os grupos foram NaOCI 2,5% (G1);
NaOCIl 5,25% (G2); CLX 2% (G3); Ca(OH), 0,14% (G4); polimixina B (G5);
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controle positivo (solucado salina, G6) e controle negativo. Foram coletadas
amostras dos canais radiculares, imediatamente e ap6s 7 dias. A detoxificacdo da
endotoxina foi mensurada pelo teste do Lisado de Amebdcito de Limulus e
produgdo de anticorpos em cultura de linfécitos B. Em ambas as coletas, os
grupos G4, G5 e G7 apresentaram resultados significantemente melhores que os
grupos G1, G2, G3 e G6 (p<0,05). Concluiram que as subtancias do grupo G4 e
G5 inativaram a endotoxina nos canais radiculares e alteraram as propriedades do
LPS de estimular a producédo de anticorpos pelos linfécitos B. O NaOCI e a CLX

nao inativaram as endotoxinas.

Vianna et al. (2007) investigaram em 24 dentes necrosados a
concentracdo de endotoxinas e bactérias cultivaveis em diferentes momentos:
antes (C1) e apés (C2) o PQM através do uso da CLX 2% gel como substancia
quimica auxiliar, e apds 7 dias de medicacao intracanal (C3) [pasta de Ca(OH),,
CLX 2% gel e a associacao de ambas], com o objetivo de verificar os efeitos
antimicrobianos e anti-endotéxicos dos procedimentos endodénticos. Foi utilizado
o teste cromogénico do Lisado de Amebdcito de Limulus para mensuracao de
endotoxina, e a cultura microbiana para determinar a reducdao de UFC.
Endotoxinas e bactérias foram detectadas em todas as amostras (C1), variando de
62,93 a 214,56 EU/mL e 4 x 10° a 2,6 x 10° UFC/mL, respectivamente. A média de
reducdo de endotoxina e bacteriana apés o PQM foi de 44,4% e 99,96%,
respectivamente. Nenhuma melhora foi obtida pela utilizagdo da medicacao

intracanal por uma semana.

Martinho & Gomes (2008) em um estudo clinico, quantificaram
endotoxinas e bactérias cultivaveis em dentes com necrose pulpar, antes e apds o
PQM, utilizando como solucgéo irrigante NaOCI 2,5%. Além disso, correlacionaram
endotoxina e bactéria cultivavel com a presenca de sintomatologia clinica. Foram
selecionados 24 canais radiculares com lesao periapical. As amostras foram
coletadas antes (C1) e ap6s (C2) o PQM. O método de cultura foi utilizado na

determinacao de bactérias cultivaveis através de UFCs; e para quantificacdo de
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endotoxina fez-se uso do Lisado de Amebdcitos de Limulus. Todas as amostras
iniciais apresentaram bactérias cultivaveis e endotoxinas, com mediana de 2,64 x
10° UFC/mL e 139 EU/mL, respectivamente. Altos niveis de LPS foram
encontrados em dentes com sintomatologia clinica (p<0,05). A reducao bacteriana
e de endotoxina em C2 obteve uma média de 99,78% e 59,99%, respectivamente.
Os autores concluiram que o PQM com NaOCI 2,5% foi mais efetivo contra
bactérias que endotoxinas na infeccdo do canal radicular, e observaram uma

associacao significante entre altos niveis de endotoxinas e sintomatologia clinica.

Gomes et al. (2009a) estudaram o efeito do PQM com NaOCI 2,5% e
CLX 2% gel na redugao e/ou eliminagdo de LPS. Foram analisados 54 canais
radiculares de dentes com necrose pulpar, divididos em 2 grupos de acordo com o
irrigante. As amostras foram coletadas antes (C1) e apés o PQM (C2). A
quantificacdo de endotoxina foi realizada através do método LAL. Foi detectada
endotoxina em todas as amostras. Em C1 os valores das medianas foram de 272
EU/mL (17 — 696 EU/mL) (NaOCI 2,5%) e 152,46 (71,92 — 214,57 EU/mL) (CLX
2% gel), enquanto C2 foi de 86 EU/mL (3 — 881 EU/mL) (NaOCI 2,5%) e 85 EU/mL
(23 — 174 EU/mL) (CLX 2% gel). A porcentagem da redugéo de endotoxina foi de
57,98 (NaOCl 2,5%) e 47,126 (CLX 2% gel). Tanto o grupo utilizando como
irrigante o NaOCI 2,5% quanto CLX 2% gel nao apresentaram efetividade na

eliminacao de endotoxina em infeccées endoddnticas primarias.

Signoretti (2009) avaliou a influéncia da CLX 2% gel sobre a
capacidade de reducdo de endotoxinas desta medicacdo intracanal. Para
quantificacdo de endotoxinas foram utilizados dentes humanos, previamente
preparados, contaminados, preenchidos com as medica¢des. Os medicamentos
foram inseridos dentro dos canais de 30 dentes [GI — Ca(OH). + soro, Gl —
Ca(OH)2 + CLX, GlIl — CLX), e ap6s permanecerem por 14 dias foram removidos
com irrigacao abundante. Este lavado foi submetido a quantificagdo da endotoxina
remanescente através do teste cromogénico quantitativo QLC-1000. Analise
estatistica foi realizada com os testes ANOVA e Tukey (p<0,05). A maior redugéo
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de endotoxinas foi observada no grupo da CLX 2% gel (91,63%), seguida de sua
associacdo com o Ca(OH). (88,76%) e depois o Ca(OH). + soro fisiologico
(82,13%). Nao houve diferenca estatistica entre a CLX 2% gel e sua associagéao
com o Ca(OH),, quanto a redugao da quantidade de endotoxinas dentro do canal
radicular. Concluiu-se que a CLX 2% gel melhorou a capacidade do Ca(OH), em

reduzir o conteldo de endotoxinas dos canais radiculares in vitro.

2.4 Emprego na terapia endoddntica da substéncia quimica auxiliar e da

medicacao intracanal sobre a reducao de microrganismos

A desinfeccdo do canal radicular pode ser obtida por meios quimicos e
mecanicos. O PQM do canal radicular diminui de forma significativa o numero de
microrganismos da infecgdo endoddntica. Mecanicamente o controle microbiano
envolve o uso de instrumentos manuais e/ou rotatérios, ja o meio quimico é
representado pelo uso de agentes antimicrobianos durante e apdés a
instrumentacao. Uma reducao bacteriana significante pode ser verificada apds o
preparo mecéanico (Bystrém & Sundqvist, 1981; Dalton et al., 1998; Shuping et al.,
2000, Mc Gurkin-Smith et al., 2005). Entretanto, em areas inacessiveis aos
instrumentos endodénticos, como canais laterais, acessoérios, regides de istmos e
delta apical, o controle de microrganismos que resistem ao PQM dependem da
acao das solucdes irrigadoras e da medicacao intracanal.

E importante ressaltar a necessidade do emprego de substancias
quimicas auxiliares com o intuito de promover uma reducado significante dos
depdsitos bacterianos nos canais radiculares, uma vez que, auxiliardo na
lubrificagdo do canal radicular durante a agdo de corte dos instrumentos, na
remocao de smear layer, na desinfeccao, dissolucdo do exsudato, dissolucdo do
tecido pulpar necrosado e pré-dentina (Bystrom & Sundqvist, 1983). As subtancias
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mais comumente utilizadas para esta finalidade sao hipoclorito de sédio (NaOClI),
clorexidina (CLX) e acido etilenodiaminotetracético (EDTA).

O gluconato de clorexidina possui amplo espectro de agédo contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, apresenta biocompatibilidade e
habilidade em adsorver-se a mucosa e ao dente com liberacao prolongada gradual
e em niveis terapéuticos (substantividade) (Gomes et al., 2001; 2003a; Dametto et
al., 2005). Quando usada em altas concentracées sua ac¢ao antimicrobiana se da
pela ligacdo de moléculas catibnicas as paredes celulares das bactérias que séo
carregadas negativamente, ocorre o rompimento da parede celular interferindo no
mecanismo de transporte e favorece a coagulagcdo do citoplasma pela alta
afinidade as proteinas. Em baixas concentragdes, substancias de baixo peso
molecular escapam pela membrana citoplasmatica, causando efeito
bacteriostatico (Lindskog et al., 1998). A CLX tem sido preconizada como irrigante
(Delany et al., 1982; Ferraz et al., 2001; Vianna et al., 2004; Vianna et al., 2006;
Ferraz et al.,, 2007; Vianna et al., 2007; Gomes et al.,2009a; Vianna & Gomes,
2009) e medicacao intracanal (Siqueira & Uzeda, 1997; Gomes et al., 2001;
2003a; 2003b; 2006b; Vianna et al., 2007; Souza-Filho et al., 2008; Gomes et al.,
2009b).

Ferraz et al. (2001) empregaram o uso da CLX em base gel como
substancia quimica auxiliar no tratamento de canais radiculares, e observou
atividade antimicrobiana contra a maioria dos microrganismos comumente
encontrados nas infecgdes endodonticas, além de apresentar capacidade
lubrificante durante o preparo mecanico. Outra vantagem da CLX gel quando
comparada com a liquida é a diminuicao da formacao de smear layer.

Pelo fato de bactérias residuais e/ou resistentes ao preparo do canal
radicular poderem interferir no sucesso do tratamento endodéntico, alguns autores
recomendam o uso de medicagdo intracanal na tentativa de eliminar esses
microrganismos persistentes (Neelakantan et al., 2007). Os objetivos do emprego
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de medicacbes intracanais sdo: promover a eliminacdo de bactérias que
sobreviveram ao PQM, atuar como barreira fisico-quimica contra a infec¢cdo ou
reinfecgdo por microrganismos da saliva, reduzir a inflamagao perirradicular,
solubilizar a matéria organica, neutralizar produtos téxicos, controlar a exsudagéao
persistente e a reabsorcao inflamatéria externa, e estimular o reparo por tecido

mineralizado (Leonardo, 2004).

O gluconato de clorexidina além de atuar como substancia quimica
auxiliar devido suas propriedades ja conhecidas, também tem sido utilizada como
uma alternativa de medicacéo intracanal, e estudada tanto in vitro (Heling et al.,
1992; Lenet et al., 2000; Basrani et al., 2002; Gomes et al., 2003a; 2003b) quanto
in vivo (Barbosa et al., 1997; Vianna et al., 2006). Quando usada como medicacao
intracanal, a CLX, aplicada com dispositivos de liberagdo controlada lenta e
rapida, foi mais eficiente que o Ca(OH),, que se igualou ao grupo controle, na
eliminacdo de Enterococcus faecalis em diversas profundidades em tubulos
dentinarios e na prevencéo da reinfecgcdo desses tubulos apds recontaminacéo
dos espécimes (Heling et al., 1992).

O hidréxido de calcio [Ca(OH),] € empregado rotineiramente como
medicacdo intracanal e tem sido atribuido a esta substancia atividade
antimicrobiana (Gomes et al., 2002a; 2002b) , inibicdo de reabsorcdo dental,
inducédo de reparo pela formacédo de tecido duro e capacidade de dissolucao
tecidual (Nerwich et al., 1993). A medicacéao intracanal a base de Ca(OH), pode
prevenir a reinfec¢cado do canal radicular e interromper o suprimento de nutrientes
para as bactérias remanescentes. Sua propriedade antibacteriana se deve ao fato
do estabelecimento de um pH altamente alcalino (12,5 aproximadamente) dentro
do canal radicular, que possibilita a destruicdo da membrana citoplasmatica,
desnaturacado enzimatica e proteica, e a ruptura do DNA bacteriano (Siqueira &
Lopes, 1999). Esse elevado pH faz com que a maioria dos microrganismos nao
consiga sobreviver (Gomes et al., 2006b). Estudos mostraram que a medicacao
intracanal com Ca(OH), pode ser complementar ao PQM e resultar em um canal
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radicular livre de bactérias cultivaveis antes da obturacao (Engstrém et al., 1964;
Sjégren et al., 1997; Waltimo et al., 2005; Fabricius et al., 2006). A associa¢ao do
Ca(OH)2 com um veiculo, permite a dissociagdo i6nica do composto em ions
calcio e hidroxila, uma vez que suas propriedades sao dependentes dessa
ionizagdo. Alguns veiculos podem ser destacados como biologicamente ativo
(clorexidina), e inerte (soro fisioldgico) (Lopes & Siqueira, 2004).

Safavi & Nichols (1994), demonstraram que o Ca(OH), tem a
capacidade de hidrolisar a porgédo lipidica do LPS bacteriano, promovendo a
degradacao dele, além de alterar as propriedades biolégicas. Entretanto, o
Ca(OH). tem se mostrado ineficaz contra E. faecalis (Stevens & Grossman, 1983;
Bystrom et al., 1985; Haapasalo & Qrstavik, 1987; Reit & Dahlén, 1988; Safavi et
al., 1990; Siqueira & Uzeda, 1996; Gomes et al., 2003a; 2003b; 2006b; 2009b),
pois esse microrganismo tem a capacidade de sobreviver em canais radiculares
sozinho e sem auxilio de outra bactéria (Fabricius et al., 1982a; Sirén et al., 1997),
assim como em um ambiente com baixa disponibilidade de nutrientes (Figdor,
2002). A colonizagao de E. faecalis nos casos de retratamento ocorre durante o
tratamento endodéntico, devido uma técnica asséptica inadequada ou entre as
sessoes pelo selamento deficiente (Hancock et al., 2001).

Shuping et al. (2000) avaliaram a redugédo bacteriana nos canais
radiculares apos instrumentacao rotatéria e irrigacdo com NaOCI 1,25%, assim
como apoés 7 dias de medicacéo intracanal utilizando o Ca(OH),. Quarenta e dois
dentes com periodontite apical aguda foram examinados. A coleta inicial (C1)
mostrou infeccdo em todos os canais avaliados; 61,9% e 92,5% dos casos
apresentaram cultura negativa apds a instrumentagdo (C2) e apdés medicacao
intracnal (C3), respectivamente. Os autores concluiram que a instrumentagdo
rotatéria com NaOCI é um passo importante na redugdo microbiana dos canais
radiculares, entretanto nao foi possivel eliminar microrganismos por completo dos
canais radiculares. Os autores sugeriram a utilizagdo da medicacao intracanal por

7 dias, a qual reduziu ainda mais a microbiota dos canais radiculares.
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Gomes et al. (2003a) avaliaram o efeito da CLX 2% gel e Ca(OH);
como medicacao intracanal, em periodos de tempos de 1, 2, 7, 15 e 30 dias. Os
canais radiculares de dentes bovinos foram infectados com Enterococcus faecalis.
Os grupos compreenderam diferentes medicagbes intracanal: CLX 2% gel;
Ca(OH), + polietilenoglicol 400, CLX 2% gel + Ca(OH).. A CLX 2% gel sozinha
inibiu totalmente o crescimento bacteriano das amostras de dentina infectada apés
1, 2,7 e 15 dias. O Ca(OH). + polietilenoglicol permitiu crescimento microbiano em
todos os tempos experimentais. A combinagédo da CLX gel 2% com Ca(OH), foi
efetivo ap6s 1 e 2 dias, entretanto houve redugéo da sua atividade antibacteriana
entre 7 e 15 dias. Os autores concluiram que a CLX 2% gel sozinha foi mais
efetiva contra E. faecalis que o Ca(OH). (p<0,05).

Gomes et al. (2003b) avaliaram in vitro o tempo necessario para
recontaminacdo de canais radiculares preenchidos com medicacao intracanal
[Ca(OH),, CLX 2% gel ou pela associacdo de ambos] e selados coronariamente.
Foram utilizados 75 pré-molares inferiores, divididos em: (1) CLX (sem selamento
coronario), (2) Ca(OH), (sem selamento), (3) Ca(OH), + CLX 2% gel (sem
selamento), (4) CLX 2% gel (com selamento), (5) Ca(OH). (com selamento), (6)
Ca(OH), + CLX 2% gel (com selamento), (7) sem medicacao intracanal e com
selamento coronario, (8) sem medicacéao intracanal e sem selamento coronario. As
coroas ficaram imersas em saliva e BHI e apenas os apices dos dentes em teste
estavam em contato com o meio de cultura liquido estéril. Diariamente foi
verificada a turbidez do meio incubado. Os medicamentos que apresentaram
maior barreira fisica foram aqueles que continham selamento coronario e dentre
estes, os melhores em ordem decrescente foram o Ca(OH); (17,2 dias), CLX (13,5
dias) e associacao de ambos (11,9 dias). Os autores concluiram que o selamento
coronario nao previne a infiltragdo de microrganismos através dos canais
radiculares contendo medicacgao intracanal.

Zerella et al. (2005) compararam o efeito da pasta de Ca(OH), + CLX
2% e Ca(OH), + H2O na desinfecgdo do canal radicular de dentes com insucesso
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endoddntico e lesdo periapical. Do total de 40 dentes tratados endodonticamente
na primeira sessao ambos 0s grupos apresentaram crescimento microbiano. Apos
0 uso da medicacgao intracanal 12 de 40 (30%) mostraram cultura positiva antes da
obturacao do canal radicular, sendo 4 do grupo Ca(OH), + CLX 2%, e 8 do grupo
Ca(OH), + H>O, ambos com p>0,05. Apesar disso 0 grupo da associacdo do
Ca(OH), + CLX 2% nao detectaram crescimento de E. faecalis ap6s 0 uso da
medicagdo, sabendo que inicialmente cada grupo apresentava quatro casos
positivos para o microrganismo. O grupo Ca(OH). + HxO ainda restaram dois
casos positivos ao E. faecalis.

Gomes et al. (2006b) investigaram in vitro a atividade antimicrobiana da
CLX 2% gel, Ca(OH), e associacdo de ambos. Foram utilizados o método da
difusdo em agar e contato direto. A CLX apresentou os maiores halos de inibicdo,
sendo necessario um minuto ou menos para eliminar os microrganismos testados.
A pasta de Ca(OH). teve acdo apenas em contato direto e necessitou de 30
minutos a 6 horas para inibir o crescimento microbiano. J4 a associagdo dos dois
medicamentos foi necessaria de 30 a 60 minutos para inibir o crescimento dos
microrganismos. Os autores concluiram que a combinacdo dos dois
medicamentos diminuiu a atividade antimicrobiana da CLX, entretanto, aumentou

a atividade antimicrobiana do Ca(OH)a.

Ercan et al. (2007) avaliaram in vivo a efetividade da associagao entre
Ca(OH), e CLX 1% como medicagdo intracanal durante o retratamento
endoddntico de casos com lesao periapical. Foram selecionados 70 pacientes, dos
quais 59 apresentavam tratamento endodontico prévio e 11 haviam sido
submetidos a cirurgia periapical. Apdés a realizacdo dos procedimentos
endodénticos e irrigagdo com CLX 2%, a medicacao intracanal [Ca(OH), + CLX
1%] foi inserida. ApGs seis semanas foi realizada a troca da medicacao intracanal
periodicamente, caso o dente ainda apresentasse sintomatico. Através da analise
clinica e radiogréafica dos casos foi observado um reparo completo de 41 (64%)
dentes, incompleto 9 (14%), e insucesso 14 (22%). Para o reparo completo o
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tempo variou entre 6 a 36 meses. O tamanho da lesdo e cirurgia periapical prévia
nao influenciaram no prognoéstico. Os autores concluiram que a associacdo do
Ca(OH), e CLX 1% pode ser uma opgao para desinfecgao do canal radicular nos

casos de retratamento com lesédo periapical.

Wang et al. (2007) investigaram a redugao bacteriana in vivo da CLX
2% gel durante o preparo do canal radicular e a associcado do Ca(OH), + CLX 2%
gel como medicagdo intracanal. Foram selecionados 43 pacientes com
periodontite apical, e 4 pacientes com pulpite irreversivel como controle negativo.
As amostras foram coletadas antes (C1), apds instrumentacao rotatéria (C2) e
depois de duas semanas de medicacao intracanal (C3). Os resultados mostraram
que em quatro amostras ndo houve crescimento microbiano em C1, os quais
foram excluidos. Em todas as outras verificaram presenca bacteriana em C1; nos
momentos C2 e C3 corresponderam 10,3% (4/39) e 8,3% (4/36), respectivamente.
Ao comparar C1 e C2 foi observado uma reducado bacteriana significante
(p<0,001) diferente de C2 e C3 (p=0,692). Diante do exposto, concluiram que a
CLX 2% gel é um efetivo agente irrigante e que a medicagdo intracanal nao

melhorou a reducao bacteriana das amostras analisadas.

Manzur et al. (2007) avaliaram a atividade antibacteriana da medicacéo
intracanal com Ca(OH),, CLX 2% gel e a associacao entre ambos; em dentes com
periodontite apical crénica. Trinta e trés canais foram instrumentados e divididos
em trés grupos de acordo com a medicacdo intracanal testada. Foram obtidas
amostras do canal radicular antes (C1) e apés a instrumentacao (C2); e apés 7
dias da inser¢cdo da medicacao intracanal (C3). A média de unidades formadoras
de coldnias em C1 foi 3,13 x 107 (2 x 10 a 2,11 x 10%, mediana: 3,26 x 10°), em
C2 foi 1,37 x 10° (0 a 2,54 x 10*, mediana: 0) e em C3 foi 2,98 x 10? (0 a 6,4 x 10,
mediana: 0). Esses valores mostraram que C2 e C3 foram significantemente
menores (p<0,05) que em C1. Entre a segunda e terceira coleta foi observado
uma reducao de 24% no grupo do Ca(OH),, 46% (CLX) e 99% [CLX + Ca(OH),].
Todos os grupos apresentaram atividade antibacteriana.
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Gomes et al. (2009b) avaliaram in vitro a acdo antimicrobiana de
medicacgdes intracanais [CLX 2% gel, Ca(OH). + soro fisiolégico, Ca(OH), + CLX
2% gel, 6xido de zinco + CLX 2% gel + Ca(OH)] na superficie externa de dentes
na presenca ou auséncia de cemento. Concluiram que, os canais preenchidos
com CLX 2% gel obtiveram a melhor agdo antimicrobiana, seguida por CLX 2%
gel + Ca(OH),, 6xido de zinco + CLX 2% gel + Ca(OH). e por ultimo Ca(OH). +

soro fisiolégico.
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3 PROPOSICAO

Os objetivos do presente estudo sao:

1. Caracterizar a microbiota dos canais radiculares de dentes com insucesso
endoddntico e lesao periapical antes e ap0s o preparo quimico-mecanico e
uso de medicamentos intracanais, através do método de cultura e da

técnica PCR espécie-especifico para o gene 16S rRNA.

2. Quantificar a concentracédo de endotoxina no canal radicular de dentes com
insucesso endodontico e lesédo periapical antes e ap6s o preparo quimico-

mecanico e uso de medicamentos intracanais.

3. Verificar possiveis correlagbes entre microrganismos € niveis de

endotoxinas com aspectos clinicos e radiograficos.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP), protocolo n° 139/2008
(ANEXO 1), que satisfizeram as condi¢des de inclusdao. Os pacientes assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE 1), conforme as normas

vigentes no referido Comité de Etica em pesquisa, antes de participar deste estudo.

4.1 Selecao dos sujeitos da pesquisa

Foram analisadas 500 fichas de encaminhamento pertencentes a
pacientes dos Cursos de Atualizacao e Especializacdo em Endodontia da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP). Os casos que necessitavam de
retratamento endodéntico, indicado através da descricdo da condicao clinica na ficha
de encaminhamento e que apresentavam exames radiograficos onde se constatava

a presenca de leséo periapical foram selecionados (n=37).

4.1.1 Critérios de inclusao e exclusao

Os pacientes previamente selecionados foram contactados e apés
avaliagéo clinica prévia 15 dentes unirradiculares com insucesso endoddntico, leséo
periapical, dor espontanea ausente e restauracdo permanente foram incluidos no
presente estudo. Nenhum dos casos selecionados apresentava tratamento
endoddntico inferior a 2 anos, doencga periodontal, fistula, edema, fratura radicular e
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exposicao da camara pulpar; fazia uso de antifungicos e antibi6ticos (< 3 meses);
impossibilidade de isolamento absoluto e insercdo do cone de papel no canal

radicular em seu comprimento de trabalho.

4.2 Aspectos clinicos e radiograficos

Os pacientes responderam um questionario referente aos dados pessoais,
a histéria médica, dentéria e do tratamento endoddntico anterior.

Durante o exame clinico foram anotadas informacdes sobre o dente a ser
retratado e sua condicao atual em relacdo a qualidade da restauracédo, ao tipo da
restauracdo ou coroa, a presenga ou auséncia de carie, infiliragdo coronéria e
fratura. Verificaram-se presenga ou auséncia de dor, natureza da dor, historia de dor
prévia, dor a percussao (horizontal e vertical) e a palpacao, presencga ou auséncia de
edema dos tecidos periapicais, fistulas, mobilidade dental e bolsa periodontal. Todas
essas caracteristicas clinicas referentes ao dente investigado foram anotadas na

ficha clinica de cada paciente.

De acordo com Pinheiro (2003a;b) e Delboni (2009), na radiografia

periapical (Figura 1) foram avaliados os seguintes aspectos:

a. Presenca de imagem de cérie sob a restauragdo sugerindo uma infiltracao

”

coronaria.  Considerou-se  restauracdo  “boa quando  adaptada
radiograficamente, e “ruim” quando havia falha na margem e presenca de

espagos vazios entre o material restaurador e o dente;

b. Limite da obturacédo dos canais radiculares, sendo que este foi classificado em

intervalos de <2 mm e > 2 mm do apice e sobre-obturados;
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c. Qualidade do tratamento endodéntico: considerado “bom” quando a guta-

percha apresentava compactada e radiograficamente ndo se observava areas
radiolicidas na massa obturadora ou entre 0 material obturador e a parede do
canal, com limite da obturagcéo entre 0-2 mm do apice. Foi considerado “ruim”
quando havia radiolucidez na massa obturadora, guta-percha nao
compactada, espacos vazios na obturacdo ou entre o material obturador e a
parede do canal, ou com limite da obturacdo maior que 2 mm do apice

radiografico;

. Tamanho da lesao periapical relacionado ao dente tratado endodonticamente,

divididos nas categorias <5 mm e > 5 mm;

e. Presenca ou auséncia de pino intrarradicular;

f.

Presenca ou auséncia de prétese definitiva ou provisoria.

Figura 1. Radiografia periapical de dentes indicados ao
retratamento  endodéntico: A. Elemento 11 -
classificado  radiograficamente como  obturagao
insatisfatéria. B. Elemento 45 — classificado
radiograficamente como obturagéo satisfatéria.
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4.3 Coletas das amostras

As coletas clinicas (Figura 2) do canal radicular de dentes com insucesso
endodontico e lesdo periapical foram realizadas na Clinica de Especializagdo. As
amostras foram processadas no Laboratério de Microbiologia Endodéntica da
FOP/UNICAMP. Utilizou-se técnicas assépticas, instrumentos esterilizados e
apirogénicos (livre de endotoxinas) para coleta das amostras. O método utilizado
neste estudo foi adaptado daquele descrito anteriormente por Gomes et al. (1994a;
1996; 2005), Pinheiro et al. (2003a;b) e Delboni (2009).

As coletas de endotoxina e microbiolégica dos canais radiculares foram
realizadas com cones de papel absorventes estéreis e apirogénicos introduzidos no
comprimento de trabalho, permanecendo nesta posicao por 60 segundos. Casos em
que o canal apresentava-se seco, este foi umedecido com soro fisioldgico estéril e
apirogénico, para assegurar uma coleta adequada. O primeiro cone foi armazenado
em frasco de vidro vazio selado com papel aluminio, ambos estéreis e apirogénicos,
para quantificacdo de endotoxina. Outros quatro cones foram inseridos em um tubo
plastico tipo Eppendorf contendo 1,0 mL de meio de transporte Viability Medium
Gétemborg Agar — VMGA Il (Méller, 1966; Dahlén et al., 1993) (APENDICE II) para
analise microbiolégica (cultura e PCR).

As amostras para analise de endotoxina foram armazenadas em freezer
(-20°C), como recomendado pelo fabricante, para posterior processamento. Os
Eppendorfs contendo as amostras foram imediatamente transportados para o
Laboratério de Microbiologia Endodéntica para processamento microbiolégico por
cultura, que ocorreu imediatamente apds o término do procedimento clinico, néo
ultrapassando 4 horas. Os tubos contendo o conteddo remanescente foram
congelados em freezer -20°C para futura analise pelo método de PCR.
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4.4 Preparo do campo operatoério

Antes da intervengéo, foi realizada a descontaminacao da face externa do
paciente com clorexidina (CLX) 2% gel e anestesia local na regido do dente
envolvido. Este recebeu uma profilaxia com pedra pomes e agua. Fez-se o
isolamento absoluto e o vedamento da interface coroa-lencol de borracha com auxilio
do cianoacrilato (Super Bonder, Loctite, Sdo Paulo, SP) para evitar uma infiltracdo
salivar e de fluido gengival. Partiu-se para descontaminac¢ao (Figura 2) do grampo,
lencol de borracha, arco de Ostby e da porcdo coronaria do dente com swabs
estéreis e umedecidos em agua oxigenada 30% (v/v), seguido de NaOCI 2,5% por 30
segundos cada. A neutralizagdo destes compostos foi realizada com solugéo estéril
de tiosulfato de sodio 5% (Mdller, 1966). Para confirmar a descontaminacdo do
campo operatério foi coletada uma amostra com swab estéril o qual foi plaqueado em
Fastidious Anaerobe Agar (FAA, Lab M, Bury, UK) acrescido de 5% sangue
desfibrinado de carneiro e incubado em camara de anaerobiose (Don Whitley
Scientific, Bradford, UK). Caso apresentasse crescimento microbiano a amostra do
paciente seria excluida do estudo.
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Figura 2. Coleta do canal radicular: A — Profilaxia, B — Descontamina¢ao do campo operatério, C — Abertura
coronaria, D — Remocao do material obturador do canal radicular, E — Determinacdo do comprimento de
trabalho, F — Localizador apical para realizagdo da odontometria eletrénica, G — Coleta inicial, H — Frasco de
vidro (coleta de endotoxinas), | - VMGA Il (coleta microbioldgica).



4.5 Procedimentos clinicos: abertura coronaria, preparo quimico-mecanico
(PQM), medicacao intracanal (MIC) e obturacao dos canais radiculares

4.5.1 Primeira sessao de atendimento

A abertura coronaria (Figura 2) foi realizada em alta rotagcdo com sistema
de irrigacdo do equipo fechado. Dessa forma para reduzir o aquecimento na ponta
esférica diamantada estéril e apirogénica (#1012 ou #1014), a irrigagdo passou a ser
realizada com soro fisioldgico estéril e apirogénico. Ao se obter a forma de contorno
e conveniéncia da abertura coronaria, 0 campo operatério e a camara pulpar foram
descontaminados novamente, com as mesmas solu¢des, e neutralizados, como

descrito anteriormente.

Finalizada a abertura coronaria, seguiu-se para o uso das brocas de Largo
#2, Gates-Glidden #5, #4, #3 e #2, respectivamente, e limas manuais tipo K e H
(Maillefer/Dentsply, Ballaigues, Suica) com objetivo de remocado do material
obturador (Figura 2) sem o uso de solventes e o pré-alargamento do terco cervical e
médio. A guta-percha aderida as brocas de Largo e Gates-Glidden durante a
desobturacdao do canal radicular foram coletados e depositados em tubos tipo
eppendorf contendo VMGA 1. Quando uma lima K (Maillefer/Dentsply, Ballaigues,
Suica) ajustada no interior do canal radicular alcancava o comprimento aparente do
dente determinado radiograficamente, fazia-se uso do localizador apical (Novapex,
Forum Technologies, Rishon le-zion, Israel) para verificar a paténcia (desobstrucédo
apical) e obter o comprimento de trabalho (CT). O CT foi estabelecido utilizando uma
lima K ajustada em toda extensdo do canal radicular, ou seja, equivalente ao “zero”
sinalizado no localizador apical (Figura 2). Nesse momento foi determinado a lima
anatdmica inicial (LAl), que representa o calibre que melhor se ajusta no forame
apical. Com auxilio do microscépio clinico (Opto Eletrénica S.A., Sao Carlos, SP) e
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radiografia periapical verificou-se a auséncia do material obturador no interior do

canal radicular e realizou-se a coleta inicial (C1).

A camara pulpar foi descontaminada com 1,0 mL de CLX 2% gel
(Endogel, Itapetininga, SP). O terco apical foi preparado através da técnica manual
utilizando trés limas de calibres acima da LAl em toda extensdo do canal radicular e
foi realizada a recapitulagdo com a LAI. A dltima lima utilizada foi determinada como
lima anatémica final (LAF). Finalizada essa etapa, realizou o preparo escalonado
(step-back) anatbmico, com quatro limas crescentes a LAF e a cada troca de

instrumento foi realizada a recapitulagéo.

Durante o preparo quimico-mecanico (PQM), os canais foram totalmente
preenchidos com CLX 2% gel a cada inicio do uso de lima e irrigados
sequencialmente com 4,0 mL de soro fisioldgico estéril. Apds a instrumentagéo, foi
confirmada a paténcia com a LAl e os canais foram irrigados com 4,0 mL de solucao
de tween 80 0,5% + lecitina de soja 0,07%, para neutralizar a acao da substancia
quimica auxiliar, seguido uma nova irrigacdo com 4,0 mL de solugéo fisioldgica
estéril. Posteriormente, 1,0 mL de EDTA 17% (acido etilenodiaminotetracético) foi
inserido no interior do canal radicular por 3 minutos sob agitacgdo com uma lima
manual estéril e apirogénica tipo K #15. A irrigacéo final foi realizada com 3,0 mL de
solucdo fisiologica estéril. Apés o PQM, foi realizada a segunda coleta (C2)
respeitando os mesmos principios de coleta (endotoxina e microbiolégico) e
processamento da amostra C1. Fez-se o preenchimento com 4,0 mL de soro
fisiolégico estéril no interior do canal radicular e o dente foi selado com uma camada
de 2 mm de Coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) na embocadura do canal,
aplicado &cido fosférico 37% por 15 segundos, adesivo Single Bond 3M (3M Dental
Products, St Paul, MN, EUA) e 3 mm de resina fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental
Products, St Paul, MN, EUA) no selamento coronario.
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4.5.2 Segunda sessao de atendimento

As técnicas de coleta microbiolégica e de endotoxinas, foram realizadas

conforme descritas anteriormente.

ApGs cinco dias o paciente retornou e foi realizada a terceira coleta (C3),
previamente a reinstrumentacao do canal radicular. A reinstrumentacao foi realizada
utiizando a LAF e duas limas consecutivas de calibre superior. A CLX 2% gel foi
empregada como substancia quimica auxiliar e foi irrigado com soro fisiologico estéril
e apirogénico. Efetuou-se a neutralizacao da substancia quimica auxiliar com 4,0 mL
de solugéo de tween 80 0,5% + lecitina de soja 0,07% seguido da irrigacdo com 4,0
mL de soro fisiolégico estéril. Inseriu-se, 1,0 mL de EDTA 17% no interior do canal
radicular por 3 minutos sob agitacdo com lima manual apirogénica tipo K #15. A
irrigacao final foi realizada com 3,0 mL de solucao fisiologica estéril, e foi realizada a
quarta coleta (C4). As coletas C3 e C4 tém como objetivo verificar o efeito do preparo
mecanico do canal radicular associado ao uso das substancias CLX 2% gel e EDTA
17% sobre microrganismos e endotoxinas. Apos a coleta foi colocada uma
medicacao intracanal. Foram testadas trés medicacgdes intracanais. Os dentes foram
divididos aleatoriamente em 3 grupos, de acordo com a medicacdo intracanal
utilizada:

e Grupo 1 — Ca(OH), + CLX 2% gel, no periodo de 14 dias: Os canais deste
grupo foram secos com cones de papel absorvente, preenchidos com Ca(OH)»
+ CLX 2% gel com auxilio de lentulo #40 (Maillefer/Dentsply, Ballaigues,
Suica), e na sequéncia foi inserida uma camada de 2 mm de Coltosol
(Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), aplicado acido fosférico 37% por 15
segundos, adesivo Single Bond 3M (3M Dental Products, St Paul, MN, EUA) e
3 mm de resina fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental Products, St Paul, MN,
EUA) no selamento coronario. Os pacientes selecionados foram: P1, P4, P7,
P10 e P12.
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e Grupo 2 — Ca(OH); + soro fisiolégico estéril, no periodo de 14 dias: Os canais
deste grupo foram secos com cones de papel absorvente, preenchidos com
Ca(OH), + soro fisiologico estérii com auxilio de lentulo #40
(Maillefer/Dentsply, Ballaigues, Suica), e na sequéncia foi inserida uma
camada de 2 mm de Coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), aplicado
acido fosférico 37% por 15 segundos, adesivo Single Bond 3M (3M Dental
Products, St Paul, MN,EUA) e 3 mm de resina fotopolimerizavel Z 250 (3M
Dental Products, St Paul, MN, EUA) no selamento coronario. Os pacientes
selecionados foram: P2, P6, P8, P11 e P13.

e Grupo 3 — CLX 2% gel, no periodo de 7 dias: Os canais deste grupo foram
secos com cones de papel absorvente, preenchidos com CLX 2% gel com
auxilio de uma seringa de 3 mL, e na sequéncia foi inserida uma camada de 2
mm de Coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), aplicado acido fosférico
37% por 15 segundos, adesivo Single Bond 3M (3M Dental Products, St Paul,
MN, EUA) e 3 mm de resina fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental Products, St
Paul, MN, EUA) no selamento coronario. Os pacientes selecionados foram:
P3, P5, P9, P14 e P15.

Foram realizadas radiografias periapicais imediatamente apds a colocacéao
das medicacdes intracanais contendo Ca(OH). (grupo 1 e 2). As imagens
radiograficas demonstraram que os canais radiculares estavam preenchidos de

forma adequada.

4.5.3 Terceira sessao de atendimento

As técnicas de coleta microbiolégica e de endotoxinas, foram realizadas

conforme descritas anteriormente.
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A medicacao intracanal foi removida ap6s 7 ou 14 dias. No grupo 1,
utilizou-se 4,0 mL de solugéo de tween 80 0,5% + lecitina de soja 0,07% seguida da
irrigacdo com 4,0 mL de soro fisioldégico estéril associado a LAF mais dois
instrumentos com calibre superior. No grupo 2 utilizou 8,0 mL de soro fisiolégico
estéril com auxilio da LAF mais duas limas. Enquanto que no grupo 3, utilizou-se 4,0
mL de solugéo de tween 80 0,5% + lecitina de soja 0,07% seguido da irrigagdo com
4,0 mL de soro fisioldgico estéril. Em seguida, fez-se a quinta coleta (C5) de forma
semelhante as anteriores. A coleta C5 tem como objetivo verificar o efeito da
medicacao intracanal sobre microrganismos e endotoxinas. Aplicou-se 1,0 mL de
EDTA 17% no interior do canal radicular, por 3 minutos sob agitacdo com lima
manual estéril e apirogénica tipo K #15. A irrigacéo final foi realizada com 3,0 mL de

solucao fisioldgica estéril.

Ao verificar auséncia de sintomatologia dolorosa e exsudato, foi realizada
a obturacao do canal radicular. Empregou-se a técnica do cone modelado com CLX
2% gel. Foi realizada condensacédo lateral e compressdo vertical utilizando
condensadores de Paiva e termocompactador (Easy Endo, Belo Horizonte, MG),
respectivamente. Na mesma sessao, o dente foi selado com uma camada de 2 mm
de Coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) na embocadura do canal. Aplicou-
se acido fosférico 37% por 15 segundos, adesivo Single Bond 3M (3M Dental
Products, St Paul, MN, EUA) e o dente foi restaurado coronariamente com resina
fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental Products, St Paul, MN, EUA) através da técnica

incremental.
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4.6 Processamento das amostras

4.6.1 Caracterizacao microbiana através da técnica de cultura microbiana

4.6.1.1 Inoculagao, incubacao e isolamento bacteriano

Os tubos tipo Eppendorf contendo as amostras foram imediatamente
transferidos ao Laboratério de Microbiologia Endodéntica para o processamento
microbioldgico. No interior da camara de anaerobiose (Don Whitley Scientific,
Bradford, UK) (Figura 3) os tubos foram agitados utilizando o vortex (MA 162 —
Marconi, Sao Paulo, SP) por 60 segundos para facilitar a dispersdo dos
microganismos. Em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas a 1/10, 1/100,
1/1.000 e 1/10.000 utilizando o meio de cultura Fastidious Anaerobe Broth (FAB, Lab
M, Bury, UK).

O presente estudo utilizou meios de cultura na forma de p6 desidratado e
suplementos seletivos pré-fabricados, que foram preparados de acordo com as
orientagOes do fabricante.

Foram inoculados 50 pL da amostra armazenada em VMGAIII, sem
diluicdo (“méae”) e das diluigdes 1/100 e 1/10.000 em placas pré-reduzidas contendo
o meio de cultura Fastidious Anaerobe Agar (FAA, Lab M, Bury, UK) + 5% de sangue
desfibrinado de carneiro + 600 uL de Menadiona 1 mg/L (Vitamin K3; 2-Methyl-1,4-
naphthoquinone — SIGMA M5625) + 600 yL de Hemina 1 mg/L (Hemin Bovine
Minimum 80% — SIGMA H5533) (APENDICE Ill), as quais foram incubadas na

camara de anaerobiose a 37QC, numa atmosfera de 10% H», 10% CO»> e 80% N, até
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14 dias, para permitir a deteccdo de microrganismos anaerobios estritos de

crescimento lento.

Foram inoculados 50 pL da amostra original (“mae”) em uma placa

contendo o meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid, Basingstoke, UK) + 5%

de sangue desfibrinado de carneiro (APENDICE 1ll), a qual foi incubada

aerobicamente em estufa bacteriolégica (Figura 3) a 37°C por 2 dias, para permitir o

crescimento de microrganismos aerobios ou facultativos.

Aliquotas de 50 pL da amostra “méae” foram inoculadas em placas de Petri

contendo meios de cultura seletivos (Figura 4) (APENDICE lll) e incubadas em

diferentes periodos e condigdes gasosas, como descritas a seguir:

Placas de Agar m-Enterococcus (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA) —
incubadas em aerobiose a 37°C, por 2 dias, seletivo para a deteccado de

espécies de Enterococcus spp.

Placas de Agar Mitis Salivarius (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA) -
incubadas em aerobiose a 37°C, por 2 dias, seletivo para Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius e Enterococcus spp.

Placas de Agar MacConkey (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA) — incubadas
em aerobiose a 37°C, por 2 dias, seletivo para a deteccao de espécies de
enterobactérias.

Placas de Agar Sabouraud Dextrose (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA) —
seletivo para deteccdo de espécies de leveduras, cujas placas foram
incubadas por 4 dias a temperatura ambiente e depois incubadas em
aerobiose a 37°C, por 2 dias.
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4.6.1.2 Cultivo, isolamento, incubacao e identificacao dos microrganismos

AplGs a incubagéo, cada placa foi examinada em lupa estereoscdpica
(Lambda Let 2, Atto Instruments CO, Hong Kong) (Figura 4) em aumento de 3
vezes. As unidades formadoras de colénias foram contadas (UFC/mL) e os
diferentes tipos de colbnias foram diferenciadas e subcultivadas, com o objetivo de

obtencgéo de culturas puras das espécies.

O numero de UFCs foi determinado a partir da contagem do numero de
colénias nas placas contendo o meio de cultura FAA analisadas. Para a obtengéao do
namero de UFCs presentes na amostra por mL (amostra inicial) foi necessario
multiplicar por 2.000 ou 200.000 o numero de UFCs observadas na contagem das
placas, dependendo da diluicdo realizada. A escolha da placa para contagem de
UFCs estava relacionada a possibilidade de contar de forma individual o nimero de
UFCs presentes. Quando nao possibilitado a contagem na amostra inicial, foram
utilizadas as diluicdes 102 ou 10™. Ou seja, quando a diluicio 107 foi escolhida, o
valor correspondente a essa diluicdo € 100 vezes menor que o inicial (1 mL). A
aliquota plaqueada foi de 50 pL, ou seja, 20 vezes menor que 1,0 mL. Portanto o
fator de multiplicagdo do nimero de UFCs obtido seria 2.000. Entretanto, quando a
diluicdo 10™ foi escolhida, o valor correspondente a essa diluicdo é 10.000 vezes
menor que o inicial (1 mL). A aliquota plaqueada foi de 50 pL, ou seja, 20 vezes
menor que 1,0 mL. Portanto o fator de multiplicagdo do numero de UFCs obtido seria
200.000.

A diferenciagdo das colbnias foi realizada de acordo com as suas
caracteristicas macroscépicas no agar, o que é facilitado pela adicdo de sangue,
observando-se: tamanho, cor, forma, textura, elevagdo, borda, superficie,
consisténcia, opacidade e hemdlise (nenhum, hemdlise parcial ou hemodlise
completa) (Figura 4).
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As colbnias bacterianas foram isoladas em uma placa contendo BHI + 5%
de sangue desfibrinado de carneiro e outra em FAA + 5% de sangue desfibrinado de
carneiro + hemina (1 mg/L) + vitamina K (1 mg/L), e testadas quanto ao seu
requerimento gasoso, colocando-se uma placa na estufa bacteriolégica e outra na
camara de anaerobiose, respectivamente; observando em qual condicdo gasosa
houve crescimento bacteriano. As espécies que cresceram somente em incubacao
anaerdbica foram consideradas anaerdbias estritas, apo6s verificar crescimento
negativo em estufa bacteriolégica e em cabine de CO, (Jouan, |G 150, Saint-
Herblain, Franga). As espécies que cresceram nas trés condigbes gasosas foram

caracterizadas anaeroébias facultativas.

A morfologia bacteriana foi obtida a partir de colénias puras apds cada
incubacdo, através da coloracdo de Gram (APENDICE IV) (Figura 3), e testadas
quanto & producdo de catalase (APENDICE V) (Figura 3). O teste da oxidase
(APENDICE VI) (Figura 3) também foi aplicado, para diferenciar bacilos Gram-
negativos em fermentadores de glicose e ndo-fermentadores, sendo positivo para os

ultimos.

Foram utilizados testes bioquimicos padronizados (BioMérieux SA,
Marcyl'Etoile, Franca) (APENDICE VII) (Figura 3) para especificagdo dos
organismos isolados. Esses testes possuem reagentes que apds a inoculacdo da
suspensao bacteriana, evidenciam as exigéncias nutricionais e compostos
especificos produzidos, pela mudanga de cor, em determinados periodos. Os Kits
fornecem gabaritos para finalizar a identificacdo, que pode ser verificada através o

site: https://apiweb.biomerieux.com/serviet/Authenticate?action=preparelLogin.

Os seguintes Kits padronizados sao utilizados para a especificacdo

primaria dos microrganismos isolados:

e Rapid ID 32A (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para os bastonetes
Gram-negativos e Gram-positivos, anaerdbios obrigatdrios.
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e API| Staph (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para os estafilococos e
micrococos (cocos Gram-positivos, catalase-positiva).

e APl 20 Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para os estreptococos
(cocos Gram-positivos, catalase-negativa).

e APl 20 E (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para as enterobactérias
(Bacilos entéricos Gram-negativos, catalase-positiva, oxidase-negativa).

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

e APl C AUX (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para identificar espécies
de Candida spp.

Todos os tubos tipo Eppendorf contendo as amostras em VMGA Il e
cones de papel absorvente, imediatamente apds a retirada das aliquotas para
diluicdo e para o plagueamento nos meios de cultura citados acima, foram estocados

em freezer —20°C para anélise através da técnica de PCR.
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Figura 3. ldentificacao microbiana: A — Cultura (placa “méae”), B — Camara de anaerobiose, C — Estufa
bacteriolégica, D — Cultura pura, E — Teste da catalase, F — Morfologia de Gram, G — Teste bioquimico, H —
Teste da oxidase, | — Coloracao das fitas do teste da oxidase.
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Figura 4. Isolamento microbiano: A — FAA amostra “mae”, B — Lupa estereoscopica, C — Isolamento
bacteriano, D — Cultura pura. E-H: Meios seletivos: E — Agar Mitis Salivarius, F — Agar MacConkey, G — Agar
Sabouraud Dextrose, H — Agar m-Enterococcus.




4.6.2 Deteccao microbiana através da técnica de PCR espécie-especifico
para o gene 16S rRNA

A técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) foi utilizada para
deteccdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Enterococcus faecalis,
Filifactor alocis, Fusobacterium nucleatum, Gemella morbillorum, Parvimonas micra,
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Prevotella tannerae, Tanerella forsythia, Treponema denticola
e Treponema socranskii nas amostras previamente coletadas. Foram empregados
primers espécie-especificos, direcionados a regiao do gene 16S rRNA no DNA
bacteriano. As sequéncias dos oligonucleotideos foram obtidas a partir de

referéncias na literatura.

4.6.2.1 Isolamento do DNA bacteriano

O isolamento de DNA foi realizada com o QlAamp DNA kit (QIAGEN,
Chatsworth, CA, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante (APENDICE VIII)
(Figura 5).

4.6.2.2 Reacao de PCR

Inicialmente foi realizado PCR com primer universal e depois com primers

espécies-especificos.
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A reacédo de PCR foi processada na quantidade de 25 puL da mistura de

reagentes (Master Mix) (Figura 5) contendo as quantidades especificadas na Tabela

1 para 1,5 pL do DNA isolado da amostra.

Tabela 1. Proporcdes dos reagentes no Master Mix

Reagentes Quantidade (pL)
Tampao (10x Reaction buffer Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) 2,5l
dNTPs (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil): 0,5 puL
MgCl; (Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil) 1,25 uL
H-0 Milli-Q 17,625 pL
Primer Forward 100uM (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) 0,75 puL
Primer Reverse 100uM (Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil) 0,75 uL
Taq Platinum (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) 0,125 pL

A Tag DNA Polymerase utilizada foi a PlatinumTag DNA Polymerase

(Invitrogen, Sé&o Paulo, SP, Brasil), que inicia sua acado apenas na temperatura

adequada, podendo ser acrescentada diretamente na mistura (mix) da reacéao

evitando a necessidade de pré-aquecimento.

Para determinar a temperatura de anelamento ideal, reacbes de PCR

contendo primers espécie-especificos (Tabela 2) foram realizadas em um aparelho

termociclador convencional e submetidos a varios gradientes de temperatura

(MJ96G, Biocycler Termocicladores, Curitiba, PR, Brasil) utilizando amostras ATCCs

correspondentes e baseadas na literatura de suporte.

Além das amostras foi utilizado como controle positivo 0 DNA genémico

purificado dos microrganismos investigados e como controle negativo agua Milli-Q

esterilizada.
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4.6.2.3 Eletroforese

As amostras ap6s a reagdao de PCR (produtos da amplificagdo) foram
analisadas quanto a presenca de amplicons especificos para as sequéncias
estudadas, através de eletroforese em gel de agarose (Figura 5). Foi utilizado gel de
agarose a 1% (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) em tampéao Tris-borato EDTA 10x
diluido (pH 8,0) e corado com brometo de etideo (5 pg/mL — Invitrogen, Sao Paulo,
SP, Brasil).

Foi incluido em cada gel um marcador de peso molecular de 100 bp (DNA
ladder, Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil). As condicbes para a eletroforese foram 80
volts, durante 40 minutos. Ap6s o término deste periodo, as bandas foram
observadas com auxilio de um transiluminador sob luz ultravioleta. A documentacéo
fotografica dos géis foi obtida com o sistema Image Master-VDS (Pharmacia Biotech,
Cambridge, Inglaterra) e a captura das imagens foram realizadas pelo programa
LISCAP Image Capture software, fornecido pelo mesmo fabricante. Reacdes
positivas foram determinadas através da presenca de bandas que apresentavam o
comprimento apropriado, de acordo com a Tabela 2. As etapas acima descritas

encontram-se ilustradas na Figura 5.
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Figura 5. Isolamento do DNA bacteriano. A — QlAamp DNA kit (QIAGEN, Chatsworth, CA,
EUA), B — Centrifuga, C — Amostras em banho d’agua, D — Filtro contendo membrana de
silica para retengdo do DNA, E — DNA isolado. Preparo da reacédo da PCR. F, G, H —
Reagentes utilizados para o preparo do mix da PCR: dgua Milli-Q estéril, ANTPs, Cloreto de
magnésio, buffer, Taq DNA polymerase, primers, | — Placa de 96 po¢os ou microtubos (J)
com as amostras distribuidas para receber o mix, L — Termociclador. Visualizacao do
produto da PCR. M — Insercdo das amostras nos pogos do gel de agarose, N — Fonte de
eletroforese, O — Transiluminador de luz ultravioleta, P — Visualizagdo das bandas em gel de
agarose através da eletroforese utilizando primer universal.
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Tabela 2. Espécies microbianas, primers com suas sequéncias, ciclos de temperatura e comprimento do fragmento amplificado

para os nucleotideos utilizados nas reagdes de PCR.

Espécie Sequéncia Ciclos Fragmento
. F: TCC TAC GGG AGG CAG CAGT Desnaturagao inicial 95° por 10min e 40 ciclos: 95° por 10s,
Universal o 466 bp
R: GGA CTACCA GGG TAT CTAATCCTGTT 60° por 10s e extensao final 72° por 25s
_ , F:AAA CCC ATC TCT GAGTTCTTC TTC Desnaturacao inicial 94° por 30s e 36 ciclos: 95° por 30s,
A. actinomycetemcomitans , ) o ] 557 bp
R: ATG CCA ACT TGA CGT TAA AT 55° por 1min, 72° por 2min e extensao final 72° por 10min
. F: CCG AGT GCT TGC ACT CAATTG G Desnaturagao inicial 95° por 2min e 36 ciclos: 95° por 1min,
E. faecalis , . o . 138 bp
R: CTC TTATGC CAT GCG GCATAAAC 57° por 1min, 72° por 1min e extensao final 72° por 7min
E. alocis F: CAG GTG GTT TAA CAA GTT AGT GG Desnaturagao inicial 95° por 2min e 26 ciclos: 95° por 30s, 594 b
' R: CTAAGT TGT CCT TAG CTG TCT CG 58° por 1min, 72° por 1min e extensao final 72° por 2min P
F: AGT AGC ACA AGG GAG ATGTAT G Desnaturagao inicial 95° por 5min e 30 ciclos: 94° por 30s,
F. nucleatum , _ o , 1000 bp
R: CAA GAACTA CAATAG AACCTGA 40° por 1min, 72° por 2min e extensao final 72° por 10min
G. morbillorum F: GAC TAC CAG GGT ATC TAATCC Desnaturag.éo inicial 95° Por 2min e C~’>6 c.iclos: 94° por 30.s, 781 bp
R: TAT GAG GTT GGC TGACTC TCG 52° por 1min, 72° por 2min e extenso final 72° por 10min
P micra F: AGAGTT TGATCC TGG CTC AG Desnaturagao inicial 95° por 2min e 36 ciclos: 94° por 30s, 207 bp

R: ATATCATGC GAT TCT GTG GTC TC

60° por 1min, 72° por 2min e extensao final 72° por 10min
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Tabela 2. Espécies microbianas, primers com suas sequéncias, ciclos de temperatura e comprimento do fragmento amplificado
para os nucleotideos utilizados nas reagdes de PCR (continuacao).

Espécie Sequéncia Ciclos Fragmento

F: GCT GCA GCT CAACTG TAGTC Desnaturagao inicial 95° por 2min e 36 ciclos: 94° por 30s,

P. endodontalis ! g el F,) I ] ,I P , 672 bp
R: CCG CTT CAT GTC ACC ATG TC 58° por 1min, 72° por 2min e extens&o final 72° por 10min
L F: AGG CAG CTT GCC ATACTG CG Desnaturagao inicial 95° por 2min e 36 ciclos: 94° por 30s,

P. gingivalis . i o ] 404 bp
R: ACT GTT AGC AAC TAC CGATGT 60° por 1min, 72° por 2min e extenséo final 72° por 2min

P intermedia F:TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG Desnaturagéo inicial 95° ;.)or 2min e (?6 c.iclos: 94° por 30§, 575 bp
R: TCAACATCT CTGTATCCTGCGT 58° por 1min, 72° por 2min e extens&o final 72° por 10min
. F: ATG AAA CAAAGG TTT TCC GGT AAG Desnaturagao inicial 95° por 2min e 36 ciclos: 94° por 30s,

P. nigrescens , . o . 804 bp
R: CCCACGTCTCTGTGG GCT GCG A 58° por 1min, 72° por 2min e extensao final 72° por 10min
F:CTT AGC TTG CTA AGT ATG CCG Desnaturagao inicial 95° por 2min e 36 ciclos: 94° por 30s,

P. tannerae , , o , 550 bp
R: CAG CTG ACT TAT ACT CCC G 55° por 1min, 72° por 2min e extensao final 72° por 10min
. F: GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA Desnaturagao inicial 95° por 1min e 36 ciclos: 95° por 30s,

T. forsythia . . o . 641 bp
R: TGC TTC AGT GTC AGT TATACC T 60° por 1min, 72° por 1min e extensao final 72° por 2min
_ F: TAATAC CGAATGTGC TCATTT ACAT  Desnaturagéo inicial 95° por 2min e 36 ciclos: 94° por 30s,

T. denticola , . o . 316 bp
R: TCA AAG AAG CAT TCC CTC TTCTTC TTA  60° por 1min, 72° por 2min e extenséao final 72° por 10min
. F: GAT CAC TGT ATA CGG AAG GTAGAC A Desnaturacao inicial 95° por 2min e 36 ciclos: 94° por 30s,

T. socranskii 285 bp

R: TAC ACT TAT TCC TCG GAC AG 56° por 1min, 72° por 2min e extensao final 72° por 10min




4.6.3 Deteccao e quantificacao de endotoxina [Teste Limulus Amebocyte
Lysate (LAL) Pyrogent-5000 (Lonza, Walkersville, MD, EUA)]

O teste LAL Pyrogent-5000 é um ensaio cinético quantitativo para
deteccdo de endotoxina de bactérias Gram-negativas. Esse teste utiliza uma
preparacdo de Lisado do Amebécito Limulus (LAL), em combinacdo com um
incubador fotométrico e um software apropriado, para deteccdo fotométrica da
endotoxina. Uma amostra € misturada com o reagente LAL reconstituido, colocada
em um fotdmetro e monitorada automaticamente até o desenvolvimento de uma
aparéncia de turvacao (densidade o6tica). O tempo necessario antes da aparicao da
turvacao (tempo de reacao) é inversamente proporcional a quantidade de endotoxina
presente. A concentragdo de endotoxina em amostras desconhecidas pode ser
calculada a partir de uma curva-padrao (Figura 6).

Para realizagdo do teste LAL Pyrogent-5000, todos os materiais que
entrassem em contato com a amostra ou reagentes do teste estavam apirogénicos
(livre de endotoxinas). Os materiais tornaram-se apirogénicos quando submetidos ao
calor seco (estufa) a 250°C por um periodo de 30 minutos ou por energia ionizante
(EMBRARAD, Cotia, SP). A radiagdo gama consiste na exposi¢cdo dos produtos a
acao de ondas eletromagnéticas curtas, geradas a partir de fontes seladas de
Cobalto 60. Outros materiais j& se apresentavam apirogénicos e esterilizados
oriundos de fabrica (Lonza, Walkersville, MD, EUA).

A quantificacdo de endotoxina foi realizada nas amostras coletadas dos
mesmos 15 canais radiculares de dentes com insucesso endoddntico e lesdo
periapical. Foram realizadas a coleta inicial (C1), apdés o PQM do canal radicular
(C2), apds 5 dias com canal preenchido com soro fisiolégico estéril (C3), apds a
reinstrumentacao (C4) e ap6s a remocao da medicacgao intracanal (C5).
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Para o calculo da concentracdo de endotoxina em amostras
desconhecidas, foi estabelecida uma curva-padrdao (Figura 6) com quantidades
conhecidas de endotoxina (Escherichia coli). Esta foi preparada utilizando solucées
com concentracdes 0,01 EU/mL, 0,10 EU/mL, 1 EU/mL, 10 EU/mL, 100 EU/mL como
descrito na Tabela (3) abaixo:

Tabela 3. Diluicdo da solucao de endotoxina de E. coli para a determinagdo da
curva padrao.

Concentracdo de ; Volume de solugéo de
Tubos _ Volume de agua ) o .
. endotoxina endotoxina adicionado a agua
apirogénicos reagente LAL o
(EU/mL) apirogénica
1 10 0,9 mL 0,1 mL de 100 EU/mL solugéo
2 1 0,9 mL 0,1 mL de 10 EU/mL solugéo
3 0,10 0,9 mL 0,1 mL de 1 EU/mL solugéo
4 0,01 0,9 mL 0,1 mL de 0,10 EU/mL solugao

Os valores da absorbancia das solugbes de endotoxina previamente
preparadas foram espectrofotometricamente medidos a 340 nm no leitor Biotek (ELX
808, Winooski, VT, EUA) (Figura 7). A absorbancia a 340 nm foi linear com os
intervalos de concentracao usados. A linearidade da curva padréao dentro do intervalo
de concentracdo foi usada para determinar os valores de endotoxina. A

reprodutibilidade pode ser verificada pela comparagéo das diferentes curvas.

64



TEMPO DE REACAO

0,01 0,1 1 100

1 CORR. =-0.999
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0,01 0,10 1,00 10,00 100,00
Concentration: EU/mL

Figura 6. Curva padrao determinada a partir da diluicao da solucao de
E. coli — utilizada como parametro para o calculo das concentracdes de
endotoxinas das amostras, com base na edotoxina da E. coli 055:B5 com

concentragdo conhecida de 100 EU/mL.

4.6.3.1 Procedimentos para execucao do teste

curva padrdo, das amostras e do controle positivo do produto (PPC) na microplaca
de 96 pocgos (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, EUA). Em seguida, foi
dispensado cuidadosamente no interior dos pocgos da microplaca (Figura 7): 100 pl
das amostras e 100 ul dos controles positivos das mesmas, ambas em duplicata.
Nas amostras controles foram dispensados 10 ul da endotoxina na concentragao de
10 EU/mL, evitando a formacao de bolha. Apds o preenchimento das amostras e dos
respectivos controles previamente contaminados com E. coli, foi dispensado

Foi impresso um esboco com o posicionamento da agua apirogénica, da
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cuidadosamente no interior dos pocos da microplaca: 100 ul de agua apirogénica
(branco), padrbes de endotoxina (100 ul da concentracédo de 0,01 EU/mL; 0,1 EU/mL;
1 EU/mL; 10 EU/mL e 100 EU/mL). A placa foi pré-incubada por =2 10 minutos a 37°C
+ 1°C, no leitor Biotek (ELX 808, Winooski, VT, EUA). Préximo ao final do periodo de
pré-incubacao, cada frasco de reagente Pyrogent-5000 foi reconstituido com 5,2 mL
de tampao de reconstituicdo Pyrogent-5000, que foi todo misturado levemente. Apos
isso, foi dispensado rapidamente 100 pL do reagente reconstituido de Pyrogent-5000
dentro de todos os pogos da microplaca, iniciando pela primeira coluna (A1-H1) e
procedendo em sequéncia até a ultima coluna utilizada. Com a tampa da microplaca

removida iniciou-se a leitura.

4.6.3.2 Calculo da concentracao de endotoxinas

De forma continua durante todo o ensaio, o leitor de microplacas foi
monitorado na absorbancia de 340 nm de cada poc¢o da microplaca. Usando a
leitura de absorbancia inicial de cada orificio como seu préprio branco, o leitor
determina o tempo necessario para que a absorbancia aumente a 0,03 unidades.
Este tempo é denominado tempo de reacdo. O software WinKQCL (Lonza,
Walkersville, MD, EUA) (Figura 7) executa automaticamente uma correlagdo
linear log/log do tempo de reacdo de cada padrdo com a concentracdo de
endotoxina correspondente. Os parametros da curva padrao foram impressos no
relatorio. Se o valor absoluto do coeficiente de correlagdo (r) for > 0,980, um
modelo polinomial pode ser usado para construir uma curva padrdo e, assim,
predizer as concentracées de endotoxina das amostras de teste.
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Figura 7. Teste LAL Pyrogent-5000: A — Tubos de ensaio apirogénicos para

preparo da curva padrdo, B — Endotoxina E. coli 055:B5, C — Reagente
Pyrogent-5000 LAL, D — Tampéao de reconstituicdo Pyrogent-5000 LAL, E —
Agua LAL reagente, F — Distribuicdo do reagente Pyrogent-5000 LAL
reconstituido na microplaca de 96 pogos, G — Leitor Biotek (ELX 808, Winooski,
VT, EUA), H — Software WinKQCL (Lonza, Walkersville, MD, EUA).
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados na identificacdo dos microrganismos através do
método de cultura, PCR e quantificagdo de endotoxinas foram introduzidos numa
planilha de célculo Excel e estatisticamente analisados usando SPSS para
Windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois, EUA).

Foram testadas as possiveis correlagbes entre quantidade de
endotoxina, quantidade de microrganismos, numero de espécies dentro de cada
coleta por meio do teste de Correlagdo de Pearson. Na coleta inicial (C1) foram

testadas também possiveis correlacbes com o tamanho das les6es radiogréficas.

Para avaliar o efeito do preparo quimico-mecéanico na reducdao da
concentracado de unidades formadoras de colbnias, utilizou-se o teste de Friedman
(p<0,05).

Para avaliar o efeito do preparo quimico-mecanico na reducdo dos
niveis de endotoxinas, utilizou-se o teste de Wilcoxon (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Aspectos clinicos e radiograficos

O género feminino (n=11) prevaleceu ao masculino (n=4). A idade
média dos pacientes foi de 43,6 anos (variando entre 19-65 anos). Observou-se
que em 7/15 pacientes o tempo decorrido do primeiro tratamento endoddntico foi
de realizado ha menos de 10 anos e em 8/15 ha 210 anos. As coletas foram
realizadas em dentes unirradiculares: cinco incisivos centrais superiores (5/15),
seis incisivos laterais superiores (6/15), um canino superior (1/15), um canino
inferior (1/15), um segundo pré-molar superior (1/15) e um segundo pré-molar

inferior (1/15). Durante a anamnese 2/15 relataram dor prévia. (Tabela 4).

Clinicamente foi observado 6/15 pacientes com dor a percussao, 7/15
pacientes com dor a palpacao na regido periapical e 6/15 pacientes nao
apresentavam qualquer tipo de sintomatologia no momento da coleta. Foi
verificada restauracao definitiva em 14/15 dentes, e havia apenas um (1/15) caso
com protese provisoria suportado por nucleo de preenchimento com resina

composta (Tabela 4).

Através do exame radiografico todos o0s casos apresentaram
desadaptacdo na interface dente-restauracdo. Foi observada uma obturagao
classificada radiograficamente como satisfatéria, ou seja, compactada, sem
espacgos vazios na massa obturadora, com limite da guta-percha <2 mm do apice
em 4/15 dentes, enquanto nos outros (11/15) foi observada uma obturacdo ruim,
ndao compactada, com espacos vazios na massa obturadora e uma distancia da
guta-percha ao apice maior que 2 mm. Em relacdo ao tamanho da lesao periapical
foi observado em 9/15 dentes valores <5 mm e 6/15 dentes valores maiores que 5
mm (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas e radiograficas dos 15 pacientes submetidos ao retratamento endodéntico e uso da
medicacao intracanal que participaram do estudo.

i Lesao
Idade Género Dente o Coroa Quatlii: e g;t?::::gs :2 t:::::;:& periapical (mm)
~ - . restauragéo c:imal endc?dontlco

Percussao Palpacao Prévia radicular anterior (anos) <5 >5

P1 44 feminino 21 Presente  Presente Presente Restaurada Ruim Boa 2 X

P2 45 masculino 12 Ausente  Ausente  Ausente Restaurada Ruim Ruim >30 X

P3 45 feminino 11 Ausente  Presente Ausente Restaurada Ruim Ruim >10 X
P4 19 feminino 11 Presente  Ausente  Ausente Restaurada Ruim Ruim 6 X
P5 43 feminino 15 Presente  Presente Ausente Restaurada Ruim Boa 3 X

P6 44  masculino 45 Presente  Ausente  Ausente Restaurada Ruim Boa >10 X

P7 65 masculino 23 Ausente  Ausente  Ausente Restaurada Ruim Ruim 2 X
P8 51 feminino 21 Ausente  Ausente Ausente Restaurada Ruim Ruim 10 X

P9 38 masculino 22 Ausente  Presente Ausente Restaurada Ruim Ruim 15 X
P10 51 feminino 11 Ausente  Ausente Ausente Restaurada Ruim Boa 10 X
P11 40 feminino 12 Presente  Presente Ausente Restaurada Ruim Ruim 6 X
P12 32 feminino 22 Presente  Presente Presente Prc’a.te’sc? Ruim Ruim 20 X

provisoria

P13 41 feminino 12 Ausente  Ausente  Ausente Restaurada Ruim Ruim 2 X
P14 53 feminino 22 Ausente  Presente Ausente Restaurada Ruim Ruim 20 X
P15 43 feminino 43 Ausente  Ausente  Ausente Restaurada Ruim Ruim 7 X

"Dor relatada em algum periodo previamente ao inicio do retratamento endodédntico.



5.2 Caracterizacao microbiana através da técnica de cultura nas coletas
realizadas antes e ap6s PQM e apés uso da MIC

Todas as amostras coletadas do campo operatério apresentaram livres

de microrganismos.

Foi encontrada uma diversidade microbiana nas diferentes coletas,
antes e apds preparo quimico-mecanico (PQM) e apdés uso da medicacdo
intracanal (MIC) nos quinze canais radiculares de dentes com insucesso
endodontico e lesédo periapical analisados. Essa diversidade foi representada por
bactérias anaerdbias facultativas e estritas, Gram-positivas e -negativas, cocos e
bacilos; e fungos.

5.2.1 Requerimento gasoso dos microrganismos isolados nas coletas
realizadas antes e ap6s PQM e apds uso da MIC

Foram isoladas bactérias anaerdbias facultativas em todos os canais
radiculares de dentes com insucesso endoddntico e presenca de lesdo periapical
nas coletas realizadas antes e ap6s PQM e apés uso da MIC. Houve maior
frequéncia de bactérias facultativas nas cinco coletas realizadas. Foi encontrado
56/68 (82%) bactérias anaerdbias facultativas em C1, 10/14 (71%) em C2, 32/40
(80%) em C3, 9/13 (69%) em C4 e 16/20 (80%) em C5 (Figura 8).
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Figura 8. Numero de espécies e géneros de bactérias isoladas pelo método
de cultura nas cinco coletas em relacdo ao requerimento gasoso, antes e

apos PQM e apéds uso da MIC.

5.2.2 Coloracao de Gram dos microrganismos isolados nas coletas
realizadas antes e ap6s PQM e apés uso da MIC

Independente do momento da coleta houve maior frequéncia de
bactérias Gram-positivas (115/155, 74%), quando comparado as bactérias Gram-
negativas (40/155, 26%) nos 15 canais radiculares de dentes com insucesso
endodobntico e lesao periapical. Bactérias Gram-positivas corresponderam a 54/68
(79%) em C1; 8/14 (57%) em C2; 26/40 (65%) em C3; 12/13 (92%) em C4 e 15/20
(75%) em C5 (Figura 9).

Em relacao as caracteristicas morfotipicas (Tabela 8) foi verificado nas
coletas microbiologicas maior frequéncia de cocos Gram-positivos 34/68 (50%) em
C1, 5/14 (36%) em C2, 18/40 (45%) em C3, 6/13 (46%) em C4 e 8/20 (40%) em
C5.
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Figura 9. Numero de bactérias isoladas pelo método de cultura microbiana
nas cinco coletas em relacao ao Gram, antes e apdés PQM e apés uso da
MIC.

5.2.3 Identificacao e quantificacao de espécies e géneros de microrganismos
nas coletas realizadas antes e apos PQM e apos uso da MIC

Foi isolado um total de 158 microrganismos ao final das 5 coletas
realizadas, deste 155 eram bactérias e 3 fungos. O fungo (Candida albicans) foi
detectado em trés casos (P6, P10 e P14) das coletas iniciais (C1). As bactérias
cultivaveis pertenciam a 41 espécies e 24 géneros, sendo que 7 microrganismos
tiveram a identificacdo apenas pelo género. Em 2 casos, na quarta coleta em P7 e
na terceira coleta em P9, nao foi possivel sua identificacdo. No geral,
independente do momento da coleta, os microrganismos mais frequentemente

isolados nos canais radiculares de dentes com insucesso endodobntico e lesao
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periapical foram Neisseria spp. (14/155), Gemella morbillorum (13/155),
Haemophilus aphrophilus (10/155), Enterococcus faecalis (7/155), Actinomyces
naeslundii  (7/155) e Bifidobacterium spp. (7/155). Os géneros mais
frequentemente encontrados nos canais radiculares de dentes com insucesso e
lesédo periapical foram Actinomyces spp. (22/155); Gemella spp. (18/155);
Streptococcus spp. (17/155); Staphylococcus spp. (16/155); Neisseria spp.
(15/155); Haemophilus spp. (13/155) e Enterococcus spp. (8/155) (Tabela 5).

Na coleta inicial (C1) foram isolados 68 bactérias e 3 fungos. As
bactérias cultivaveis pertenciam a 26 espécies e 15 géneros, sendo que 5
microrganismos tiveram a identificacdo apenas pelo género. Foi detectada uma
média de 4,5 espécies por casos positivos (1 a 9). Houve prevaléncia das
espécies Gemella morbillorum (7/68), Haemophilus aphrophilus (6/68),
Enterococcus faecalis (3/68), Gemella haemolysans (3/68), Staphylococcus lentus
(3/68), S. xylosus (3/68), Actinomyces israelii (3/68), A. naeslundii (3/68) e
Candida albicans (3/3). Os g@géneros mais comumente isolados foram
Staphylococcus spp. (11/68), Gemella spp. (10/68), Actinomyces spp. (9/68),
Neisseria spp. (6/68), Haemophilus spp. (6/68) e Streptococcus spp. (5/68)
(Tabela 5).

Apo6s PQM (C2) foram isoladas 14 bactérias, pertencentes a 7 espécies
e 10 géneros, sendo que 3 microrganismos tiveram identificacdo apenas pelo
género. Foi detectada uma média de 1,4 espécies por casos positivos (1 a 4). As
espécies Haemophilus aphrophilus (3/14), Eggerthella lenta (2/14) e o género
Neisseria spp. (2/14) se repetiram nos casos analisados (Tabela 5).

ApGs cinco dias, os canais radiculares preenchidos com soro fisiolégico
estéril e apirogénico apresentaram 40 bactérias, pertencentes a 21 espécies e 15
géneros, sendo que 3 microrganismos tiveram identificacdo apenas pelo género.
Foi detectada uma média de 2,8 espécies por casos positivos (1 a 11). Houve
prevaléncia das espécies Gemella morbillorum (4/40), Streptococcus mitis (3/40),
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S. oralis (3/40), Enterococcus faecalis (2/40), Actinomyces viscosus (2/40) e
Haemophilus parainfluenzae (2/40). Os géneros mais comumente isolados foram
Streptococcus spp. (8/40), Neisseria spp.. (6/40), Actinomyces spp. (5/40) e
Gemella spp. (5/40) (Tabela 5).

Apés a reinstrumentacao foram isoladas 13 bactérias, pertencentes a 9
espécies e 9 géneros, sendo que 2 microrganismos tiveram identifcacdo apenas
pelo género. Foi detectada uma média de 1,3 espécies por casos positivos (1 a 4).
Houve prevaléncia das espécies Enterococcus faecalis (2/13), Actinomyces
viscosus (2/14) e Actinomyces naeslundii (2/13). Os géneros mais comumente
isolados foram Actinomyces spp. (3/13), Enterococcus spp. (2/13) e Streptococcus
spp. (2/13) (Tabela 5).

Apo6s remogédo da medicagéo intracanal foram isoladas 20 bactérias,
pertencentes a 15 espécies e 13 géneros, sendo que 3 microrganismos tiveram
identificacdo apenas pelo género. Foi detectada uma média de 1,8 espécies por
casos positivos (1 a 3). Houve prevaléncia das espécies Aerococcus viridans
(2/20) e Actinomyces viscosus (2/20). Os géneros mais comumente isolados foram

Actinomyces spp. (5/20) e Staphylococcus spp. (3/20) (Tabela 5).

A Tabela 6 mostira na coleta inicial uma maior diversidade de
microrganismos. Apdés PQM (C2) houve reducdo do numero de espécies de
microrganismos na maioria dos casos e apenas em um caso (P8) o numero de
espécie permaneceu o mesmo. Apds 5 dias com o canal preenchido com soro
fisiolégico (C3) a quantidade de espécies aumentou em dez casos (P3, P4, P5,
P7, P10, P11, P12, P13, P14 e P15). Também foi encontrado apdés a
reinstrumentacdo (C4) do canal radicular uma redugdo microbiana na maior parte
dos casos analisados. Entretanto, ap6s o uso da medicacao intracanal (C5) foi
verificado em seis amostras (P2, P4, P5, P6, P8 e P12) o aumento do niumero de
espécies, quando comparado com a coleta anterior.
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Tabela 5. Microrganismos isolados pelo método de cultura nas coletas realizadas
antes e apdés PQM e apéds uso da MIC expressos de acordo com as caracteristicas
morfotipicas.

Microrganismos C1 C2 C3 C4 C5

Cocos Gram-negativos

Moraxella catarrhalis 1

Neisseria cinerea 1

Neisseria spp. 5 2 6 1
Veillonella spp. 1

Cocos Gram-positivos

Aerococcus viridans 2 1 2
Enterococcus faecalis 3 2 2
Enterococcus faecium 1

Gemella haemolysans 3 1 1

Gemella morbillorum 7 1 4 1
Globicatella sanguinis 1
Lactococcus lactis cremoris 1
Micrococcus spp. 3 1

Parvimonas micra 1

Staphylococcus aureus 1 1
Staphylococcus chromogenes 1

Staphylococcus epidermidis 2 1

Staphylococcus hominis 1

C1 (primeira coleta): realizada apds a remogao do material obturador; C2 (segunda coleta):
apés PQM; C3 (terceira coleta): antes da reinstrumentacdo (5 dias com soro fisiol6gico
apds a primeira sessao); C4 (quarta coleta): apds a reinstrumentacao; C5 (quinta coleta):
apos a remogao da MIC.
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Tabela 5. Microrganismos isolados pelo método de cultura nas coletas realizadas
antes e apdés PQM e apds uso da MIC expressos de acordo com as caracteristicas
morfotipicas (continuacao).

Microrganismos C1 C2 C3 C4 C5

Cocos Gram-positivos

Staphylococcus lentus 3 1
Staphylococcus xylosus 3 1 1
Streptococcus constellatus 2

Streptococcus mitis 1 3 1 1
Streptococcus mutans 1

Streptococcus oralis 1 3 1
Streptococcus salivaris 1

Streptococcus sanguis 1 1

Bacilos Gram-positivos

Actinomyces israelii 3 1
Actinomyces meyeri 1 1
Actinomyces naeslundii 3 1 2 1
Actinomyces odontolyticus 2 1

Actinomyces viscosus 1 2 1 2
Bifidobacterium spp. 3 2 1 1
Clostridium acetobutylicum 1
Clostridium bifermentans 2

C1 (primeira coleta): realizada apds a remogao do material obturador; C2 (segunda coleta):
apés PQM; C3 (terceira coleta): antes da reinstrumentacao (5 dias com soro fisiologico
apds a primeira sessao); C4 (quarta coleta): apds a reinstrumentacdo; C5 (quinta coleta):
apos a remogao da MIC.
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Tabela 5. Microrganismos isolados pelo método de cultura nas coletas realizadas
antes e apés PQM e apds uso da MIC expressos de acordo com as caracteristicas
morfotipicas (continuacao).

Microrganismos C1 C2 C3 C4 C5

Bacilos Gram-positivos

Clostridium clostridiforme 1

Clostridium sporogenes 1

Clostridium spp. 1

Eggerthella lenta 1 2

Propionibacterium propionicus 2 1 1 1 1

Bacilos Gram-negativos

Bacteroides fragilis 1

Bacteroides ureolyticus 1
Capnocytophaga spp. 1 1 1
Haemophilus aphrophilus 6 3 1
Haemophilus influenzae 1

Haemophilus parainfluenzae 2

Histophilus somni 1

Porphyromonas gingivalis 1

Prevotella oralis 1 1
Shigella spp. 1
Fungos

Candida albicans 3

C1 (primeira coleta): realizada apds a remogao do material obturador; C2 (segunda coleta):
apés PQM; C3 (terceira coleta): antes da reinstrumentagao (5 dias com soro fisiologico
apds a primeira sessao); C4 (quarta coleta): apds a reinstrumentacdo; C5 (quinta coleta):
apds a remocao da MIC.
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5.2.4 Unidades formadoras de coldénias (UFCs) nas diferentes coletas

Houve crescimento microbiano em todas as amostras iniciais coletadas
(C1), variando entre 1 UFC/mL a 1,7 x 10° UFC/mL (mediana: 2,57 x 10?). Apos o
preparo quimico-mecanico (C2) foi observada auséncia de crescimento
microbiano em cinco casos (33,3%), entretanto nos outros casos foi encontrado
méaximo de 2,69 x 102 UFC/mL (mediana: 1 UFC/mL) (Tabela 7).

Na segunda sessao, onde ocorreram a terceira (C3) e quarta coleta
(C4), os valores da mediana foram de 57 UFC/mL (1 UFC/mL a 2,28 x 10%) e 24
UFC/mL (0 a 1,31 x 10° UFC/mL), respectivamente. Em C3 e C4 bactérias
cultivaveis foram isoladas em 100% e 73,3% dos casos, respectivamente (Tabela
7).

Na ultima coleta (C5) foi obtida uma mediana de 2 UFC/mL (0 a 5,07 x
10%), correspondendo a um crescimento bacteriano de 73,3% das amostras
(Tabela 7).

Apo6s PQM, na primeira (C2) e segunda (C4) sesséo, foi observada uma
reducao microbiana significante (Friedman, p<0,05) quando comparado C1 e C2
(99,93%) e C3 e C4 (80%). Finalizado o PQM da sessao inicial e apds 5 dias com
soro fisiolégico estéril e apirogénico no interior do canal radicular houve aumento
de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) em 13 casos; ja entre C4 e C5
houve aumento de UFCs em 6 casos. Ao comparar a coleta inicial (C1) e apds a
remocdo da medicacdo intracanal (C5) foi verificada redugcdo microbiana de
99,58% (p<0,05).
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5.2.5 Isolamento simultaneo dos microrganismos encontrados em canais
radiculares de dentes com insucesso endodontico e lesao periapical, de
coletas realizadas antes e apos PQM e apos uso da MIC

Baseado na Tabela 6 verifica-se prevaléncia de microrganismos na
coleta inicial (C1), mostrando uma reducdo nas etapas subseqlentes.
Microrganismos como Actinomyces spp., Aerococcus spp., Bifidobacterium spp.,
Eggerthella spp., Enterococcus spp., Gemella spp., Haemophilus spp.,
Micrococcus spp., Neisseria spp., Propionibacterium spp., Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. aparecem nas diversas fases da coleta. Somente em um caso
(P10) nao houve repeticdo de microrganismos nos diferentes momentos da coleta.
Na maioria dos casos (exceto P1 e P3) foram encontradas espécies bacterianas
em C2, C3, C4 e C5 que nao foram isoladas na coleta inicial. P5 foi o Unico caso
onde foram isoladas mais bactérias na coleta C3, quando comparado com a coleta

inicial.
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Tabela 6. Distribuicdo dos microrganismos isolados pelo método de cultura nas coletas (C1, C2, C3, C4 e C5) antes e apés
PQM e apds uso da MIC de quinze canais radiculares de dentes com insucesso endoddntico e lesao periapical.

C1

C2

C3

C4

C5

P1
G1

Clostridium spp.
Clostridium bifermentans
Clostridium clostridiforme

Moraxella catarrhalis
Neisseria spp.
Neisseria cinerea
Staphylococcus aureus
Staphylococcus xylosus

Neisseria spp.

Neisseria spp.

Auséncia de
microrganismos

Auséncia de
microrganismos

P2
G2

Clostridium bifermentans
Clostridium sporogenes
Gemella morbillorum
Micrococcus spp.
Neisseria spp.
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus epidermidis
Veillonella spp.

Staphylococcus
epidermidis

Micrococcus spp.

Neisseria spp.
Streptococcus oralis

Auséncia de
microrganismos

Actinomyces meyeri
Neisseria spp.

P3
G3

Actinomyces naeslundii
Gemella morbillorum
Gemella haemolysans
Eggerthella lenta
Haemophilus aphrophilus
Micrococcus spp.
Neisseria spp.
Staphylococcus hominis
Streptococcus oralis

Eggerthella lenta

Actinomyces naeslundii
Streptococcus oralis

Actinomyces naeslundii

Actinomyces
naeslundii

P4
G1

Actinomyces israelii
Actinomyces viscosus
Gemella haemolysans

Neisseria spp.
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus sanguis

Neisseria spp.

Bacteroides fragilis
Neisseria spp.

Streptococcus oralis

Bifidobacterium spp.
Prevotella oralis

C1 (primeira coleta): realizada apds a remocao do material obturador; C2 (segunda coleta): apés PQM; C3 (terceira coleta): antes da
reinstrumentacao (5 dias com soro fisiolégico apds a primeira sessao); C4 (quarta coleta): apds a reinstrumentacao; C5 (quinta coleta): apos
a remocao da MIC.

G1: MIC Ca(OH), + CLX 2% gel. G2: MIC Ca(OH), + soro fisiolégico estéril. G3: MIC CLX 2% gel.



Tabela 6. Distribuicdo dos microrganismos isolados pelo método de cultura nas coletas (C1, C2, C3, C4 e C5) antes e apés PQM e apds uso da
MIC de quinze canais radiculares de dentes com insucesso endoddntico e lesao periapical (continuagao).

C1 C2 C3 C4 C5
Actinomyces viscosus
Actinomyces meyeri
Bifidobacterium spp.
Capnocytophaga spp.
A Haemophilus influenzae Propionibacterium Shigella spp.
P5 iy Auséncia de . , L
Aerococcus viridans . . Haemophilus parainfluenzae propionicus Staphylococcus aureus
G3 microrganismos . ,
Neisseria spp. Staphylococcus xylosus
Propionibacterium propionicus
Staphylococcus xylosus
Streptococcus mitis
Streptococcus salivaris
P6 Candfda albicans , Haemophilus . , Bacteroides ureolyticus
Haemophilus aphrophilus , Neisseria spp. Capnocytophaga spp.
G2 aphrophilus Staphylococcus lentus
Staphylococcus lentus
Actinomyces odontolyticus
P7 B/f/dobacter/um SPP- Haemophilus Streptococcus oralis . " -
Gemella morbillorum . . Nao identificado Streptococcus mitis
G1 o , . aphrophilus Streptococcus mitis
Propionibacterium propionicus
Streptococcus constellatus
Enterococcus faecalis Capnocytophaga spp.
P8 Gemella morbillorum Gemella morbillorum Histophilus somni Auséncia de Haemophilus aphrophilus
G2 Haemophilus aphrophilus Eggerthella lenta Neisseria spp. microrganismos P phrop
Staphylococcus xylosus Streptococcus mitis
Actinomyces naeslundii . .
. . . ) Aerococcus viridans
P9 Neisseria spp. . . < - Actinomyces viscosus )
.. Aerococcus viridans Nao identificado - . Gemella morbillorum
G3 Aerococcus viridans Clostridium acetobutylicum

Gemella haemolysans

Lactococcus lactis cremoris

8

C1 (primeira coleta): realizada apdés a remocao do material obturador; C2 (segunda coleta): apés PQM; C3 (terceira coleta): antes da
reinstrumentagéo (5 dias com soro fisiolégico apds a primeira sesséo); C4 (quarta coleta): apds a reinstrumentagédo; C5 (quinta coleta): apés a
remocao da MIC.
G1: MIC Ca(OH), + CLX 2% gel. G2: MIC Ca(OH). + soro fisiolégico estéril. G3: MIC CLX 2% gel.
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Tabela 6. Distribuicdo dos microrganismos isolados pelo método de cultura nas coletas (C1, C2, C3, C4 e C5) antes e apés PQM e apés
uso da MIC de quinze canais radiculares de dentes com insucesso endoddntico e lesdo periapical (continuagéo).

C1 C2 C3 C4 C5
P10 Cand@a albicans , Auséncia de Enterococcus faecium Globicatella Auséncia de
Haemophilus aphrophilus \ . , . . .
G1 microrganismos Gemella morbillorum sanguinis microrganismos
Staphylococcus lentus
Acti Iyti . ,
clinomyces odontoltcus Bifidobacterium spp.
P11 , PP- Propionibacterium Gemella morbillorum Bifidobacterium Propionibacterium
Gemella morbillorum L . ) .
G2 . , L propionicus Parvimonas micra spp. propionicus
Propionibacterium propionicus ,
Prevotella oralis
Streptococcus constellatus
Enterococcus faecalis Actinomvees israelii
P12 Gemella morbillorum Haemophilus Gemella morbillorum Streptococcus . y )
, , , o, e Actinomyces viscosus
G1 Haemophilus aphrophilus aphrophilus Streptococcus mitis mitis i
Aerococcus viridans
Staphylococcus xylosus
Actinomyces naeslundii Actinomvees viscosus
P13 Bifidobacterium spp. Auséncia de 4 . Auséncia de Auséncia de
, . . Gemella morbillorum , . : .
G2 Gemella morbillorum microrganismos . microrganismos microrganismos
) Streptococcus sanguis
Micrococcus spp.
Actinomyces israelii
Actinomyces naeslundii ,
. . A Enterococcus faecalis
P14 Candida albicans Auséncia de . , Enterococcus , ,
, . . Haemophilus parainfluenzae , Actinomyces viscosus
G3 Enterococcus faecalis microrganismos Porohvromonas ginaivalis faecalis
Haemophilus aphrophilus phy 9ing
Staphylococcus lentus
- - ~ Ak i —
P15 Actinomyces israelii Auséncia de ctinomyces odonto yt/c_us Enterococcus Auséncia de
Gemella haemolysans . . Enterococcus faecalis , . .
G3 microrganismos faecalis microrganismos

Streptococcus mutans

Gemella haemolysans

C1 (primeira coleta): realizada apds a remogdo do material obturador; C2 (segunda coleta): apés PQM; C3 (terceira coleta): antes da
reinstrumentagéo (5 dias com soro fisiolégico apds a primeira sesséo); C4 (quarta coleta): apds a reinstrumentagdo; C5 (quinta coleta):

apds a remocgao da MIC.
G1: MIC Ca(OH), + CLX 2% gel. G2: MIC Ca(OH), + soro fisioldgico estéril. G3: MIC CLX 2% gel.



Tabela 7 — Porcentagens e niumeros de bactérias isoladas pelo método de cultura nas coletas realizadas antes e apés PQM
e apds uso da MIC de 15 canais radiculares de dentes com insucesso endoddéntico e lesdo periapical em relacdo a
diversidade de espécies, caracteristicas morfoldgicas e requerimento gasoso.

¥8

C1

Cc2

C3

C4

C5

NuUmero total de casos

Casos positivos

15 (100%)
15 (100%)

15 (100%)
10 (66,7%)

15 (100%)
15 (100%)

15 (100%)
11 (73,3%)

15 (100%)
11 (73,3%)

Casos negativos 0 5 (33,3%) 0 4 (26,7%) 4 (26,7%)
Diversidade de espécies por
casos positivos
Média (x dp) 45 +242 1,4 +0,97 2,86 £ 2,48 1,3+£0,95 1,82 + 0,87
Mediana 4 1 2 1 2
Range (1-9) (1-4) (1-11) (1-4) (1-3)
Mediana de UFC/mL 2,57 x 10° 1 57 24 2
Range (1-1,7x10°) (0-2,69x10) (1-2,28x10%) (0-1,31x10%  (0-5,07x 109
Numero total de bactérias 68 (100%) 14 (100%) 40 (100%) 13 (100%) 20 (100%)
Cocos Gram-positivos 34 (50%) 5 (36%) 18 (45%) 6 (46%) 8 (40%)
Bacilos Gram-positivos 20 (29%) 3 (21%) 8 (20%) 6 (46%) 7 (35%)
Cocos Gram-negativos 8 (12%) 2 (14%) 6 (15%) 0 1 (5%)
Bacilos Gram-negativos 6 (9%) 4 (29%) 8 (20%) 1 (8%) 4 (20%)
Bactérias Gram-positivas 54 (79%) 8 (57%) 26 (65%) 12 (92%) 15 (75%)
Bactérias Gram-negativas 14 (21%) 6 (43%) 14 (35%) 1 (8%) 5 (25%)
Bactérias anaerdbias estritas 12 (18%) 4 (29%) 8 (20%) 4 (31%) 4 (20%)
Bactérias anaerdbias facultativas 56 (82%) 10 (71%) 32 (80%) 9 (69%) 16 (80%)

C1 (primeira coleta): realizada apds a remocao do material obturador; C2 (segunda coleta): apdés PQM; C3 (terceira coleta): antes da
reinstrumentagao (5 dias com soro fisiolégico apds a primeira sessao): C4 (quarta coleta): apds a reinstrumentacao; C5 (quinta coleta):

apds a remocao da MIC.



A Tabela 8 mostra as espécies de microrganismos isoladas e sua
frequéncia, na coleta apdés a remocado da medicacao intracanal (C5) de acordo
com as trés medicagdes intracanais utilizadas [Ca(OH), + CLX 2% gel; Ca(OH), +
soro fisiolégico e CLX 2% gel]. No grupo da associagdo Ca(OH), + CLX 2% gel foi
encontrado Actinomyces israelii, A. viscosus e Bifidobacterium spp. (bacilos Gram-
positivos), Aerococcus viridans e Streptococcus mitis (cocos Gram-positivos) e
Prevotella oralis (bacilo Gram-negativo). No grupo do Ca(OH). + soro fisioldgico,
foi encontrado Actinomyces meyeri e Propionibacterium propionicus (bacilos
Gram-positivos) e Bacteroides ureolyticus e Haemophilus aphrophilus (bacilos
Gram-negativos); e Staphylococcus lentus (coco Gram-positivo) e Neisseria spp.
(coco Gram-negativo). No grupo da CLX 2% gel houve uma prevaléncia de
Aerococcus viridans, Gemella morbillorum, Lactococcus lactis cremoris e
Staphylococcus xylosus (cocos Gram-positivos), seguido de Actinomyces
naeslundii e A. viscosus (bacilo Gram-positivo) e Shiguella spp. (bacilo Gram-

negativo).
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Tabela 8. Distribuicdo dos microrganismos isolados pelo método de cultura da
coleta 5 (C5) divididos conforme a medicacéao intracanal utilizada.

Ca(OH)z +

Microrganismos CLX 2% gel

Ca(OH), + soro CLX 2% gel

Cocos Gram-negativos
Neisseria spp. 1

Cocos Gram-positivos
Aerococcus viridans 1

Gemella morbillorum

Lactococcus lactis cremoris

— ot ek

Staphylococcus aureus

Staphylococcus lentus 1
Staphylococcus xylosus 1
Streptococcus mitis 1

Bacilos Gram-negativos
Bacteroides ureolyticus 1

Haemophilus aphrophilus 1
Prevotella oralis 1
Shiguella spp. 1

Bacilos Gram-positivos
Actinomyces israelii 1

Actinomyces meyeri 1

Actinomyces naeslundii 1
Actinomyces viscosus 1 1
Bifidobacterium spp. 1

Propionibacterium propionicus 1

Total 6 6 8
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Foi observada 60% de casos positivos (n=3) apbés a utilizacdo da
associacdo Ca(OH), + CLX 2% gel por 14 dias, 80% de casos positivos (n=4)
apds associacao Ca(OH), + soro fisioloégico estéril por 14 dias e 80% de casos
positivos (n=4) no grupo da CLX 2% gel por 7 dias. O niumero de espécies
encontradas por canal variou de 1 a 3 bactérias dependendo da medicacao
intracanal empregada. Houve predominio de bactérias Gram-positivas em 83%
para o grupo Ca(OH), + CLX 2% gel, 50% para o grupo Ca(OH); + soro fisiolégico
e 88% para o grupo CLX 2% gel. Bactérias anaerdbias facultativas prevaleceram
em 67% no grupo Ca(OH), + CLX 2% gel, 67% no grupo Ca(OH), + soro
fisioldgico e 100% no grupo CLX 2% gel (Tabela 9).

ApGs 0 uso da medicagéo intracanal, o numero de UFC na associacao
do Ca(OH), + CLX 2% gel variou de 0 - 98 UFC/mL (mediana: 7 UFC/mL), no
grupo Ca(OH), + soro fisioldgico foi de 0 — 5,07 x 10> UFC/mL (mediana: 2
UFC/mL) e no grupo da CLX 2% gel esteve entre 0 — 32 UFC/mL (mediana: 3
UFC/mL) (Tabela 9).
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Tabela 9 — Porcentagens e numeros de bactérias isoladas pelo método de cultura apds o uso da
MIC (C5) de 15 canais radiculares de dentes com insucesso endoddntico e lesdo periapical em
relacdo a diversidade de espécies, caracteristicas morfoldgicas e requerimento gasoso.

Ca(OH), + CLX 2% gel Ca(OH), + soro CLX
Casos positivos 3 (60%) 4 (80%) 4 (80%)
Casos negativos 2 (40%) 1 (20%) 1 (20%)
Diversidade de espécies por
casos positivos
Média (+ dp) 2,00 +1,00 1,5+0,58 2,00+1,15
Mediana 2 1,5 2
Range (1-3) (1-2) (1-23)
Mediana de UFC/mL 7 2 3
Range (0 —98) (0 — 5,07 x 109 (0 — 32)
Numero total de bactérias 6 (100%) 6 (100%) 8 (100%)
Cocos Gram-positivos 2 (33%) 1 (17%) 5 (63%)
Bacilos Gram-positivos 3 (50%) 2 (33%) 2 (25%)
Cocos Gram-negativos 0 1 (17%) 0
Bacilos Gram-negativos 1 (17%) 2 (33%) 1 (13%)
Bactérias Gram-positivas 5 (83%) 3 (50%) 7 (88%)
Bactérias Gram-negativas 1 (17%) 3 (50%) 1 (13%)
Bactérias anaerdbias estritas 2 (33%) 2 (33%) 0
Bactérias anaerdbias facultativas 4 (67%) 4 (67%) 8 (100%)




5.3 Deteccao microbiana através da técnica de PCR espécie-especifico para
o gene 16S rRNA de coletas realizadas antes e apés PQM e apés uso da MIC

Todas as amostras coletadas do campo operatério apresentaram livres
de DNA bacteriano quando foi empregado o primer universal direcionado ao gene
16S rRNA.

Todas as amostras (n=75), dos quinze canais radiculares de dentes
com insucesso endoddntico e lesdo periapical, independente da coleta (C1, C2,
C3, C4 e C5) apresentaram DNA bacteriano quando foi empregado o primer
universal direcionado ao gene 16S rRNA (Figura 10).

Todos os microrganismos investigados pelo método de PCR foram
detectados em pelo menos um momento da coleta (C1, C2, C3, C4 ou C5).
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans,  Filifactor alocis, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens, Prevotella tannerae, Tanerella forsythia, Treponema denticola e
Treponema socranskii nao foram encontrados através da técnica de cultura

microbiana, e foram detectados pelo método de PCR.
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Figura 10. Porcentagem de microrganismos detectados relacionando cada espécie com o nimero de canais radiculares
analisados (n=15), distribuidos nas diferentes coletas — C1 (primeira coleta): realizada ap6s a remog¢ao do material obturador;
C2 (segunda coleta): ap6s PQM; C3 (terceira coleta): antes da reinstrumentagao (5 dias com soro fisiolégico apds a primeira
sessao); C4 (quarta coleta): apds a reinstrumentacao; C5 (quinta coleta): apés a remocao da MIC.



Foi encontrado um total de 124 microrganismos através do método de
PCR, nos quinze canais radiculares de dentes com insucesso endodéntico e leséo

periapical investigados.

Os numeros de microrganismos encontrados nas diversas coletas
foram 29 (C1), 13 (C2), 32 (C3), 21 (C4) e 29 (C5) (Tabela 10).

Na coleta inicial (C1) foram detectadas pelo método de PCR 10
espécies. As espécies mais frequentemente encontradas foram: Parvimonas micra
(10/15); Enterococcus faecalis (4/15); Prevotella nigrescens (4/15); Gemella

morbillorum (3/15), Prevotella intermedia (2/15) e Tannerella forsythia (2/15).

Ap6s o preparo quimico-mecanico (C2) foram encontradas cinco
espécies: Parvimonas micra (7/15); Prevotella tannerae (2/15); Porphyromonas
endodontalis  (2/15);  Tannerella  forsythia (1/15) e  Aggregatibacter

actinomycetemcomitans (1/15).

Na terceira coleta (C3) foram detectadas 11 espécies bacterianas,
dessas predominaram Porphyromonas endodontalis (7/15); Fusobacterium
nucleatum (7/15); Prevotella nigrescens (5/15) e Gemella morbillorum (4/15).

Em C4, das 7 espécies bacterianas detectadas, as mais
frequentemente observadas foram Prevotella nigrescens (6/15); Gemella
morbillorum (4/15); Fusobacterium nucleatum (3/15) e Enterococcus faecalis
(3/15).

Independente do tipo da medicagdo intracanal utilizada, apds sua
remocao (C5) foram encontradas 8 espécies, as mais detectadas foram:
Fusobacterium nucleatum (8/15); Prevotella nigrescens (7/15) e Gemella
morbillorum (6/15).
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Tabela 10. Microrganismos detectados através do método de PCR nas coletas
realizadas antes e apdés PQM e apds uso da MIC, de 15 canais radiculares de dentes
com insucesso endoddntico e lesdo periapical.

Microrganismos C1 C2 C3 C4 C5 Total
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 1 1 2
Enterococcus faecalis 4 2 3 9
Filifactor alocis 1 1
Fusobacterium nucleatum 1 7 3 8 19
Gemella morbillorum 3 4 4 6 17
Parvimonas micra 10 7 2 2 1 22
Porphyromonas endodontalis 2 7 1 3 13
Porphyromonas gingivalis 1 1
Prevotella intermedia 2 2 2 6
Prevotella nigrescens 4 5 6 7 22
Prevotella tannerae 1 2 1 4
Tanerella forsythia 2 1 1 1 5
Treponema denticola 1 1
Treponema socranskii 1 1 2
TOTAL 29 13 32 21 29 124

C1 (primeira coleta): realizada ap6s a remocao do material obturador; C2 (segunda coleta): ap6s
PQM; C3 (terceira coleta): antes da reinstrumentagéo (5 dias com soro fisiolégico apés a primeira
sessdo); C4 (quarta coleta): apds a reinstrumentagao; C5 (quinta coleta): apés a remogao da MIC.
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A Tabela 11 apresenta as espécies bacterianas investigadas e
detectadas pelo método de PCR, nos quinze canais radiculares de dentes com
insucesso endodéntico e lesao periapical.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Filifactor alocis,
Porphyromonas endodontalis e Porphyromonas gingivalis nao foram detectados

na coleta inicial, e foram detectados em coletas posteriores.

Houve aumento na deteccdo de Fusobacterium nucleatum, Gemella
morbillorum, Porphyromonas endodontalis e Prevotella nigrescens e em relagao a
C1.

Filifactor alocis (C3), Porphyromonas gingivalis (C3) e Treponema
denticola (C1) foram detectados em apenas 1 momento da coleta.
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Tabela 11. Distribuicdo dos microrganismos isolados pelo método de PCR nas coletas (C1, C2, C3, C4 e C5) antes e apos
PQM e apds uso da MIC de 15 canais radiculares de dentes com insucesso endodéntico e lesdo periapical.

C1 C2 C3 C4 C5
P1 ~ ~ Fusobacterium nucleatum ~ .
G1 Nao detectado Nao detectado Prevotella tannerae Nao detectado Nao detectado
gg Nao detectado Nao detectado Prevotella nigrescens Nao detectado Nao detectado
P3 ~ Aggregatibacter ~ = -
G3 Nao detectado actinomycetemcomitans Nao detectado Nao detectado Nao detectado
Fusobacterium nucleatum
P4 . . Parvimonas micra Porphyromonas . . Gemella morbillorum
G1 Parvimonas micra Prevotella tannerae endodontalis Parvimonas micra P. endodontalis
Prevotella nigrescens
Fusobacterium ]
P5 nucleatum Fusobacterium nucleatum
Nao detectado Nao detectado i Gemella morbillorum Fusobacterium nucleatum
G3 Gemella morbillorum Prevotella niarescens
P. endodontalis g
Fusobacterium .
Fusobacterium nucleatum i
. . nucleatum . Fusobacterium nucleatum
P6 _ Parvimonas micra i Gemella morbillorum ,
Nao detectado Gemella morbillorum ) . Gemella morbillorum
G2 Prevotella tannerae , X Prevotella intermedia .
Parvimonas micra , Prevotella nigrescens
, Prevotella nigrescens
Prevotella nigrescens
) Fi j /[ m ,
Gemella morbillorum Enterococcus faecalis usobacterium n_u cleatu Fusobacterium nucleatum
P7 , . . , . Gemella morbillorum )
Parvimonas micra Parvimonas micra Gemella morbillorum ) , Gemella morbillorum
G1 i . Prevotella intermedia .
Prevotella nigrescens Prevotella nigrescens , Prevotella nigrescens
Prevotella nigrescens
Parvimonas micra
P8 Prevotella /r{termed/a - - Gemella morbillorum .
Prevotella nigrescens Nao detectado Nao detectado , Prevotella nigrescens
G2 Prevotella nigrescens
Prevotella tannerae
Treponema denticola

C1 (primeira coleta): realizada apds a remogao do material obturador; C2 (segunda coleta): ap6s PQM; C3 (terceira coleta): antes da
reinstrumentacao (5 dias com soro fisiolégico apds a primeira sessao); C4 (quarta coleta): apds a reinstrumentacao; C5 (quinta coleta):

apos a remocao da MIC.

G1: MIC Ca(OH), + CLX 2% gel. G2: MIC Ca(OH), + soro fisiolégico estéril. G3: MIC CLX 2% gel.
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Tabela 11. Distribuicdo dos microrganismos isolados pelo método de PCR nas coletas (C1, C2, C3, C4 e C5) antes e apés PQM e apds

uso da MIC de 15 canais radiculares de dentes com insucesso endoddntico e leséo periapical (continuacéo).

C1

C2

C3

C4

C5

P9

Enterococcus faecalis
F. nucleatum
Parvimonas micra
Prevotella intermedia
Prevotella nigrescens
Tannerella forsythia

Parvimonas micra

Fusobacterium nucleatum
P. endodontalis

Enterococcus faecalis
Prevotella nigrescens

A. actinomycetemcomitans
Fusobacterium nucleatum
Gemella morbillorum
Parvimonas micra
P. endodontalis
Prevotella intermedia
Prevotella nigrescens
Tannerella forsythia

P10
G1

Enterococcus faecalis
Parvimonas micra
Prevotella nigrescens
Tannerella forsythia

Parvimonas micra

Fusobacterium nucleatum
Porphyromonas endodontalis

Enterococcus faecalis

Nao detectado

P11
G2

Treponema socranskii
Parvimonas micra

Parvimonas micra
P. endodontalis

Fusobacterium nucleatum
Parvimonas micra
P. endodontalis

Parvimonas micra
P. endodontalis

Fusobacterium nucleatum
Gemella morbillorum
P. endodontalis
Prevotella nigrescens

P12
G1

Enterococcus faecalis
Gemella morbillorum
Parvimonas micra

Parvimonas micra
P. endodontalis

P. endodontalis
Prevotella nigrescens

Nao detectado

Nao detectado

P13
G2

Gemella morbillorum
Parvimonas micra

Nao detectado

Nao detectado

Prevotella nigrescens

Nao detectado

P14
G3

Enterococcus faecalis
Parvimonas micra

Tannerella forsythia

Filifactor alocis
Fusobacterium nucleatum
Gemella morbillorum
Porphyromonas endodontalis
Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythia
Treponema socranskii

Nao detectado

Fusobacterium nucleatum
Prevotella nigrescens

P15
G3

Parvimonas micra

Nao detectado

Enterococcus faecalis
Prevotella nigrescens

Enterococcus faecalis

Fusobacterium nucleatum
Gemella morbillorum
Prevotella intermedia

C1 (primeira coleta): realizada apdés a remogdo do material obturador; C2 (segunda coleta): apés PQM; C3 (terceira coleta): antes da

reinstrumentacéo (5 dias com soro fisiologico apds a primeira sesséo); C4 (quarta coleta): apds a reinstrumentacao; C5 (quinta coleta): apés a
remocao da MIC.

G1: MIC Ca(OH), + CLX 2% gel. G2: MIC Ca(OH), + soro fisiologico estéril. G3: MIC CLX 2% gel.



Foram observados niveis de detec¢do microbiana diferentes ap6s o uso
da medicagdo intracanal; 7 microganismos foram detectados em amostras do
grupo da associacdo de Ca(OH), + CLX 2% gel, 8 microrganismos quando
Ca(OH), + soro fisiolégico estéril foi aplicado e 14 microrganismos quando o0s
canais radiculares foram preenchidos com CLX 2% gel.

A auséncia de microrganismos testados foi observada em 3 casos do
grupo Ca(OH), + CLX 2% gel; 2 do grupo do Ca(OH). + soro fisioldgico estéril e 1
do grupo da CLX 2% gel, embora todos apresentassem DNA microbiano,
conforme detectado pelo primer universal direcionado ao gente 16S rRNA.

Nao foi detectada correlagdo estatisticamente significante entre a
presenca dos microrganismos testados por PCR e aspectos clinicos e
radiograficos (p>0,05), assim como associac¢des entre espécies bacterianas.

5.4 Relacao bactérias cultivaveis (UFC/mL) e niveis de endotoxinas (EU/mL)
com aspectos clinicos e radiograficos de dentes com insucesso
endodéntico e lesao periapical

As coletas realizadas nos casos sem sintomatologia provocada
apresentaram mediana de 1,49 x 10?2 UFC/mL (6/15), enquanto que nos casos
com sintomatologia aos testes de percussdo e palpacédo esse valor foi maior,
correspondendo a 4,17 x 102 UFC/mL (9/15) (p>0,05).

Observa-se que a mediana de UFCs em dentes com dor a percussao
foi de 3,2 x 10® UFC/mL e dor & palpagéo foi de 4,72 x 10® UFC/mL, enquanto que
as auséncias dessas sintomatologias representaram a 2,57 x 10 UFC/mL e 1,33 x
102 UFC/mL, respectivamente (p>0,05) (Tabela 12).
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Em relacdo aos niveis de endotoxinas nado foi verificada correlagéo
entre esses valores e 0s aspectos clinicos de dor a palpacdo e a percussao
(p>0,05).

Foi observada correlagdo positiva entre altos niveis de endotoxinas e
lesdo periapical maior que 5 mm (p<0,05, r pearson = 0,041). Os dentes que
apresentavam na regido periapical lesdo <5 mm tinham menor quantidade de
endotoxinas (2,28 EU/mL) que aqueles com lesdo >5 mm (4,735 EU/mL).
Entretanto ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante em relacao
as UFCs e o tamanho da lesao periapical (Tabela 12).

Observa-se que as concentracdes de endotoxina e UFC em dentes
tratados por mais de 10 anos foram de 4,72 x 10> UFC/mL e 3,96 EU/mL,
respectivamente. Enquanto que em dentes com menor tempo de tratamento
endoddntico (< 10 anos) esses valores foram de 2,57 x 102 UFC/mL e 2,28 EU/mL
(p>0,05) (Tabela 13).

Os valores de UFCs e niveis de endotoxinas em dentes com tratamento
endoddntico ruim foram de 4,17 x 10? UFC/mL e 4,29 EU/mL, respectivamente;
enquanto que em dentes com tratamento endod6ntico de boa qualidade esses
valores corresponderam a 16,5 UFC/mL e 1,47 EU/mL (p>0,05) (Tabela 13).

Os dentes que radiograficamente apresentaram distancia da guta-
percha ao 4pice <2 mm observou-se valores de UFCs e endotoxina de 42 UFC/mL
e 3,96 EU/mL, respectivamente. Quando essa distancia apresentava maior que 2
mm do &pice esses valores corresponderam a 5,2 x 10° UFC/mL e 5,74 EU/mL
(p>0,05) (Tabela 13).

97



86

Tabela 12. Relagao bactéria (UFC/mL) e endotoxina (EU/mL) de 15 canais radiculares de dentes com insucesso endodéntico e lesao periapical, e

aspectos clinicos e radiogréficos.

Amostra total Dor a Percussao Dor a Palpacgéo Radioluscéncia periapical
n=15 Presenca Auséncia Presenca Auséncia <5 mm >5 mm
Bactéria (UFC/mL)
Mediana 2,57x10° 3,2x10° 2,57x10° 4,72x10° 1,33x10? 4,17x10° 1,37x10°
Range (1=1,7x10° (1 -1,54x10°) (14 —1,7x10%) (1-1,6x10% (13 -1,7x10°) (1-1,7x10% (13 —1,6x10°%
Endotoxina (EU/mL)
Mediana 3,96 3,26 3,96 2,23 4,735 2,28’ 4,735
Range (0,0823 -153) (0,729 — 15,3) (0,0823 —14,5)  (0,0823 - 15,3) (0,447 — 14,5) (0,0823 — 15,3) (0,729 -14,5)

UFC, unidade formadora de coldnia.
Diferenga estatistica significante (p<0.05)

Tabela 13. Relagao bactéria (UFC/mL) e endotoxina (EU/mL) de 15 canais radiculares de dentes com insucesso endoddntico e lesao
periapical, e distancia da guta percha ao apice, tempo apds o tratamento endodbntico e qualidade da obturagéo do canal radicular.

Tempo apos o tratamento

Distancia da guta-percha ao apice o Qualidade da obturagéao
endoddntico
<2mm >2mm <10 anos =10 anos Boa Ruim
Bactéria (UFC/mL)
Mediana 42 5,2x10° 2,57x102 4,72x10° 16,5 4,17x10°
Range (1-1,7x10%  (4,17x10% = 1,6x10°) (1-1,7x10% (14 - 1,6x10°) (1 -1,54x10°%) (14 -1,7x10°%
Endotoxina (EU/mL)
Mediana 3,96 5,74 2.28 3.96 1.47 4,29
Range (0,447 — 14,5) (0,0823 — 15,3) (0,729 — 15,3) (0,0823 — 9,27) (0,447 —5,51) (0,0823 — 15,3)

UFC, unidade foramadora de col6nia.



5.5 Deteccao e quantificacao de endotoxina [Teste Limulus Amebocyte
Lysate (LAL) Pyrogent-5000 (Lonza, Walkersville, MD, EUA)] antes e apods
PQM e apos uso da MIC

Em todas as amostras de C1 e C2 foram detectadas concentracbes de
endotoxinas, entretanto nas outras coletas (C3, C4 e C5) nao foi possivel sua

quantificagéo.

Os resultados da coleta inicial (C1) obtidos através do método
turbidimétrico (Pyrogent 5000 LAL), mostraram concentragcbes de endotoxinas
entre 0,0823 EU/mL a 15,3 EU/mL (mediana — 3,96 EU/mL). Em relacdo a coleta
apds o preparo quimico-mecanico (PQM) (C2) foram detectados valores entre
<0,01EU/mL a 8,62 EU/mL (mediana — 1,34 EU/mL) (Tabela 14).

Apos PQM, quando comparado C1 e C2 observou-se uma redugéo
significante dos niveis de endotoxinas (p = 0,0017). Essa reducao correspondeu

em porcentagem a 60,6 (Wilcoxon, p<0,05).
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Tabela 14. Concentracdo de endotoxina nas coletas
realizadas antes e apdés PQM durante o retratamento
endodéntico de 15 canais radiculares de dentes com
insucesso endoddntico e lesédo periapical.

C1 C2
P1 0,729 < 0,01
P2 3,96 1,34
P3 9,15 4,56
P4 1,68 0,265
P5 2,23 2,85
P6 5,51 1,92
P7 14,5 8,62
P8 9,27 3,68
P9 2,21 1,05
P10 0,447 0,432
P11 15,3 1,55
P12 4,29 1,69
P13 2,28 0,0424
P14 0,0823 0,0393
P15 8,04 0,663

C1 (primeira coleta): realizada apés a remocgado do
material obturador; C2 (segunda coleta): ap6s PQM; C3
(terceira coleta): antes da reinstrumentacdo (5 dias
preenchido com soro fisiolégico apds primeira sessdo);
C4 (quarta coleta): apés a reinstrumentagao; C5 (quinta
coleta): apds a remocao da MIC.
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6 DISCUSSAO

6.1 Identificacao de microrganismos pelo método de cultura nas coletas
realizadas antes e apés PQM e apés o uso da MIC

O método de cultura microbiana foi empregado neste estudo com o
objetivo de obter ampla caracterizacdo da microbiota presente no interior dos
canais radiculares de quinze dentes com insucesso endodbdntico e lesédo
periapical, nas coletas realizadas antes e apds o preparo quimico-mecanico
(PQM) e apdés o uso da medicacao intracanal (MIC). Esse método permite o
crescimento de varias espécies de forma ndo seletiva (Siqueira & Rbgas, 2005), e
tem sido amplamente utilizado na identificagdo de microrganismos viaveis no
interior do canal radicular apés PQM na infecgdo endoddntica primaria (Vianna et
al., 2006; Sakamoto et al., 2007; Siqueira et al., 2007a) e secundaria (Sundqvist et
al., 1998; Peciuliene et al., 2001).

Todas as amostras (15/15) obtidas a partir da coleta inicial (C1) do
presente estudo apresentaram crescimento de microrganismos viaveis, assim
como no trabalho de Delboni (2009). Entretanto, observa-se na literatura alguns
trabalhos utilizando método de cultura que ndo detectaram microrganismos viaveis
em todas as amostras iniciais (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998;
Peciuliene et al., 2000; Pinheiro et al., 2003b). Alem dos meios de cultura (BHI e
FAA), somente os estudos de Delboni (2009) e o presente trabalho utilizaram
meios seletivos m-Enterococcus (Enterococcus spp.), Mitis Salivarius
(Streptococcus spp. e Enterococcus spp.), MacConkey (Enterobactérias) e
Sabouraud Dextrose (Fungos) que favoreceram o isolamento de cepas viaveis,
isso explica a deteccao de microrganismos em todos os casos investigados.
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Na coleta inicial (C1) verificou-se um maior nimero de UFCs e espécies
de microrganismos por canal, quando comparada as outras coletas subsequentes
(C2, C3, C4 e C5). O numero de UFCs em dentes com insucesso endodéntico e
presenca de lesdo periapical deste estudo foi de 1 a 1,7 x 10° UFC/mL, lembrando
que esses valores poderiam ser superiores pois sabe-se que microrganismos sao
eliminados durante a desobturacao do canal. Outros trabalhos como de Peciuliene
et al. (2001) e Cheung & Ho (2001) mostraram valores semelhantes de 40 a 7 x
10" UFC/mL e 0 a 2,3 x 10° UFC/mL, respectivamente. Neste estudo, a coleta
inicial apresentou uma maior média de numero de espécies por canal (n=4,5)
superior as detectadas em outros trabalhos, tais como 1,6 (Méller et al., 1966), 1,7
(Molander et al., 1998), 1,3 (Sundqvist et al., 1998), 1,7 (Hancock et al., 2001); 1,8
(Cheung & Ho, 2001). Essa maior obtencédo de espécies por canal pode ser devido
a coleta adicional da guta-percha infectada utilizando brocas de Gates-glidden no
terco cervical e médio, limas manuais H e K em toda extensédo do canal radicular,

assim como a utilizacdo de meios de cultura seletivos.

Na coleta inicial (C1) foram isolados 26 espécies bacterianas e uma
espécie de fungo. Houve predominio das espécies Gemella morbillorum (7/68),
Haemophilus aphrophilus (6/68), Enterococcus faecalis (3/68), Gemella
haemolysans (3/68), Staphylococcus lentus (3/68), S. xylosus (3/68), Actinomyces
israelii (3/68), A. naeslundii (3/68) e Candida albicans (3/3). Os géneros mais
comumente isolados foram Staphylococcus spp. (11/68), Gemella spp. (10/68),
Actinomyces spp. (9/68), Neisseria spp. (6/68), Haemophilus spp. (6/68) e
Streptococcus spp. (5/68). Esses microrganismos isolados dos canais radiculares
de dentes com insucesso endoddntico e lesdo periapical corroboram com o0s
acahdos da literatura (Mdller, 1966; Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998;
Peciuliene et al., 2000; 2001; Cheung & Ho, 2001; Hancock et al., 2001; Pinheiro
et al., 2003b e Delboni, 2009), mostrando que a composi¢cao da microbiota de um
canal de um dente tratado endodonticamente é polimicrobiana e difere de
infeccdes endodbnticas primarias (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998;
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Hancock et al., 2001; Pinheiro et al., 2003b; Siqueira & Régas, 2005). A infecgao
endoddntica primaria é caracterizada pelo predominio de bacilos anaerdbios
estritos Gram-negativos (Baumgartner & Falkler, 1991; Sundqvist, 1992; Gomes et
al., 1994a; Vianna et al., 2006). Na infeccdo endodbntica secundaria como
demonstrado através deste estudo ha uma prevaléncia de bactérias Gram-
positivas e anaerdbias facultativas, concordando com os resultados previamente
discutidos na literatura (Molander et al., 1998; Peuciliene et al., 2000; Cheung &
Ho, 2001; Hancock et al., 2001; Pinheiro et al., 2003b; Gomes et al., 2004). As
caracteristicas especificas na composicdo da microbiota podem estar
condicionadas pela sua disponibilidade de nutrientes (ter Steeg & van der Hoeven,
1989; Gomes et al., 1996) e o tempo de infeccao (Fabricius et al.,1982a). As
diversas interagbes dos microrganismos viaveis produzem um ambiente favoravel
ao aumento do potencial patogénico da infecgcdo (Fabricius et al, 1982b),
permitindo a expressao dos seus fatores de viruléncia (Ziebuhr et al., 1999).

Enterococcus faecalis é uma espécie frequentemente detectada no
canal radicular de dentes com infecgdo endodéntica secundaria (Molander et al.,
1998; Sundqvist et al., 1998; Peciuliene et al., 2000; 2001; Hancock et al., 2001;
Pinheiro et al., 2003b; Gomes et al., 2004; Siqueira & Réc¢as, 2004; Récas et al.,
2004c; Gomes et al., 2008a) nos casos de insucesso endodéntico e presenca de
leséo periapical. Entretanto, Cheung & Ho (2001) ndo detectaram E. faecalis nos
canais radiculares de dentes indicados ao retratamento endodéntico utilizando o
método de cultura microbiana. No presente estudo E. faecalis foi isolado em 20%
dos canais radiculares apds a remogao da guta-percha, e ndo caracterizou-se
como o microrganismo mais prevalente, concordando com Fouad et al. (2005) que
isolaram em 22% dos casos de retratamento analisados. Apesar disso, nos casos
em que E. faecalis esteve presente foi observada uma predominancia de unidades
formadoras de colbnias sobre as outras espécies isoladas. Esse microrganismo
tem a capacidade de sobreviver em um ambiente pobre de nutrientes e com uma

relacdo comensal minima com outros microrganismos (Sundqvist et al., 1998).

103



Além do isolamento bacteriano em canais radiculares de dentes com
insucesso endoddntico, neste estudo também foi detectado fungos (Nair et al.,
1990a; Molander et al., 1998; Sundqvist et al, 1998, Hancock et al., 2001;
Peciuliene et al., 2001; Egan et al., 2002; Siqueira & Récas, 2004) provavelmente
provenientes da cavidade bucal (Waltimo et al., 1997; Egan et al., 2002). Somente
na coleta inicial (C1) foi observado crescimento de fungos apés o plaqueamento
da amostra em Agar Sabouraud Dextrose, sendo todos da espécie Candida
albicans que também foi encontrado nos estudos de Molander et al. (1998),
Sundqvist et al. (1998) e Pinheiro et al. (2003a,b). Waltimo et al. (1999) verificaram
resisténcia dos fungos aos medicamentos comumente utilizados no processo de
desinfeccdo endoddntica, o que pode explicar a sua presenga em casos de canais
com periodontites apicais persistentes. Esses microrganismos apresentam
capacidade de sobreviver nos canais radiculares de dentes com insucesso
endoddntico, em um meio pobre de nutrientes (Sundqvist et al., 1998). Apesar da
presenca de fungos em C1, nas coletas apés PQM e MIC ndo houve deteccéo
desses microrganismos, como também foi observado ap6s PQM no estudo de
Peciuliene et al. (2001).

Na segunda coleta (C2), ap6s PQM com clorexidina (CLX) 2% gel como
substancia quimica auxiliar houve uma reducao microbiana (UFCs) imediata de
99,93% (p<0,05). Também houve redugdo do numero de espécies isoladas. Neste
estudo foi observado apdés PQM auséncia de microrganismos em 33% dos casos,
enquanto que na infeccdo endodéntica primaria Vianna et al. (2006) verificaram
eliminacao bacteriana em 50% dos canais radiculares. As espécies Haemophilus
aphrophilus, Eggerthella lenta e o género Neisseria spp. prevaleceram nesse
momento. Microrganismos resistentes as medidas de desinfeccdo podem morrer
ou manterem viaveis, dependendo da quantidade de nutrientes disponiveis e da
capacidade de sobreviver em condicbes de caréncia nutricional. Os
microrganismos que permanecerem viaveis resultardo em fracasso somente se

tiverem acesso aos tecidos periapicais, se forem patogénicos e se estiverem em
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namero suficiente para induzir ou perpetuar uma lesdo periapical (Gomes et al.,
1996; Lopes & Siqueira, 2004). Acredita-se que a menor eliminacdo microbiana
apdés PQM referente aos casos de dentes com insucesso endodéntico do presente
estudo quando comparado com Vianna et al. (2006); estd relacionada a
complexidade anatémica do canal, a dificuldade em remover uma microbiota que
foi modificada anteriormente e resistiu aos procedimentos do tratamento e
retratamento endodéntico, causando a cada intervengcdo uma selecdo desses

microrganismos no interior do canal radicular.

O preenchimento do canal radicular com soro fisiolégico apés PQM nao
€ indicado durante o retratamento endoddntico, entretanto foi preconizada essa
etapa com objetivo de verificar o efeito residual da clorexidina 2% gel, pois se
observa na literatura essa acao apds sua remocao (White et al., 1997; Vivacqua-
Gomes et al.,, 2005). Vivacqua-Gomes (2005) afirma que a CLX 2% gel pode
melhorar a desinfeccdo dos canais radiculares, quando usada como medicacao
intracanal, e ainda apresentaram efeito antimicrobiano residual por 7 dias apds
sua remoc¢ao, impedindo o crescimento de Enterococcus faecalis.

Na terceira coleta (C3) houve um aumento significativo de UFCs
(p=0,0178) em 13 casos, e de espécies microbianas em 10 casos, quando
comparados com C2; demonstrando que microrganismos remanescentes podem
voltar a colonizar o canal principal (Peter et al., 2002; Vianna et al., 2006). A
infeccdo tubular, independentemente da substancia quimica auxiliar utilizada, é de
dificil acesso e remocao. Esses microrganismos presentes no interior dos tubulos
dentinarios e aqueles que resistiram ao PQM podem proliferar e recontaminar o
sistema de canais radiculares, como possivelmente ocorreu no caso 5. A
penetrabilidade de microrganismos € dependente do periodo de infeccéo, tipo de
microrganismo presente, localizagdo dos tubulos dentinarios, idade do paciente
entre outros (Akpata & Blechman, 1982). Deve-se ressaltar também que o soro
fisiolégico no interior do canal radicular cria condigdes favoraveis ao crescimento

de microrganismos. Neste estudo clinico in vivo, as unidades formadoras de

105



colénias dos canais preenchidos com soro fisiolégico, ndo alcangcaram o numero
de UFCs obtido na coleta inicial (C1), justificando o efeito residual da CLX 2% gel.
Em estudo in vitro observa-se que a substantividade da CLX 2% gel apresentou
remocao completa de Enterococcus faecalis ap6s PQM e permaneceu ausente
apoés incubagao em estufa por 7 dias (Dametto et al., 2005), diferente do presente
estudo; isso mostra que uma infeccdo polimicrobiana persistente, com
microrganismos selecionados e resistentes apresenta maior dificuldade de sua

eliminacao.

Apés a reinstrumentacao (C4) foi observada uma reducao microbiana
(UFCs) de 80%, menor que o encontrado apdés PQM realizado na primeira sessao.
E importante lembrar que j& houve uma alteragdo da microbiota, resultante do
PQM realizado na primeira e segunda sesséo e do periodo em que o canal esteve
preenchido com soro fisiologico. Dessa forma houve uma selegdo desses
microrganismos no interior do canal radicular, podendo dificultar na eliminagao dos

mesmos.

Independente da medicagéo intracanal utilizada houve isolamento de
microrganismos. Na coleta realizada apdés a remocdo da medicacao intracanal
(C5), verificou-se um aumento de cepas viaveis em seis casos quando comparado
com C4, nao havendo diferenca estatisticamente significante (p=0,2423),
independente do tipo da medicacao utilizada. Ao comparar a porcentagem de
reducdo entre C1 e C2 (99,93%) com C1 e C5 (99,58%), observa-se que a
medicacao intracanal nao foi superior ao PQM, mostrando que o tratamento
endoddntico em varias sessdes pode haver uma recolonizacdo e crescimento
bacteriano no sistema de canais radiculares. Os géneros Propionibacterium e
Actinomyces estavam presentes apds a remocao da medicacao intracanal, e tém
sido associados a lesdes periapicais persistentes apds o tratamento endoddntico
(Sundqvist & Reuterving, 1980; Sjogren et al.,, 1988; 1997). Essas bactérias se
apresentaram menos suscetiveis aos procedimentos quimicos e mecanicos

durante a terapia endodontica (Gomes et al., 1996; Sjogren et al., 1997), e, uma
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vez instalados no canal radicular podem atingir os tecidos periapicais e sobreviver
externamente ao canal radicular, causando infeccbes que sO6 podem ser
removidas cirurgicamente (Sundqvist & Reuterving, 1980; Sjégren et al., 1988;
1997). Sunde et al. (2002) identificaram esta espécie em granulos sulfurosos
coletados de lesbGes periapicais cronicas, associadas aos microrganismos
Actinomyces israelii, A. viscosus, A. naeslundii e A. meyeri em casos de insucesso
do tratamento endodéntico.

Os achados do presente estudo também verificaram cultura positiva
mesmo apds o0 uso da medicagdo intracanal como observado no trabalho de
Zerella et al. (2005). No presente trabalho foram utilizados métodos mais eficazes
para deteccdo de microrganismos, mostrando 11 casos positivos em 15, enquanto
que Zerella et al. (2005) encontraram 12 em 40. Zerella et al. (2005) concluiram
que caso o retratamento endoddntico ndo seja concluido em sessado unica, a
associacdao Ca(OH), + CLX 2% gel pode ser uma opg¢ao, como mostrado no
presente estudo, também afirmado por Gomes et al. (2006b) e Ercan et al. (2007).
Além do efeito de barreira fisica, a acao antimicrobiana do Ca(OH), é melhorada
sem interferir nas demais propriedades deste (Gomes et al., 2006b; Souza-Filho et
al., 2008). A CLX 2% gel sozinha como medicagdo intracanal apresenta
propriedades favoraveis como amplo espectro antimicrobiano, baixa toxicidade,
liberacao gradual prolongada (Ferraz et al., 2001; Souza-Filho et al., 2008); e
reduz o processo de reabsorcao inflamatéria (Lindskog et al., 1998); entretanto,
ela ndo funciona por longos periodos como barreira fisica dentro do canal radicular
e sua difusao pelos tdbulos dentinarios resulta em espacos vazios, propiciando a
recontaminacao (Gomes et al., 2003b).
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6.2 Identificacao de microrganismos pelo método de PCR nas coletas

realizadas antes e apés PQM e apds uso da MIC

Na literatura observa-se uma prevaléncia de bactérias Gram-positivas
anaerdbias facultativas através do método de cultura em canais radiculares de
dentes com insucesso endodéntico. Entretanto, existem trabalhos utilizando
método de PCR que também detectaram bactérias anaerdbias estritas Gram-
negativas (Siqueira et al., 2001; Foschi et al., 2005; Gomes et al., 2005; Gomes et
al., 2006a; 2007). Desta forma, optou-se pela investigagdo de microrganismos
utilizando primers de espécies Gram-negativas anaerdbias estritas comumente
detectadas em infecgdes endoddnticas primarias, pois estes apresentam em sua
parede celular endotoxina, i.e. lipopolissacarideos (LPS) um importante fator de
viruléncia (Farber & Seltzer, 1988) que também foi quantificado neste estudo.
Além disso, LPS estd associado a casos com sintomatologia dolorosa (Jacinto et
al., 2003).

Com a introducdo dos métodos moleculares, espécies de treponemas
como Treponema denticola (Siqueira et al., 2001; Baumgartner et al., 2003;
Gomes et al., 2006a), T. socranskii (Baumgartner et al., 2003), Tannerella forsythia
(Gomes et al., 2006a) espécies de bacilos anaerdbios produtores de pigmento
negro (Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Prevotella tannerae,
Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas endodontalis), e Filifactor alocis
(Siqueira et al., 2001; Foschi et al., 2005; Gomes et al., 2005; Gomes et al., 2006a;
2007) passaram a figurar como possiveis patdégenos endodbénticos. A nao
deteccdo desses microrganismos através do método de cultura, ja foi observada
anteriormente por Wasfy et al. (1992), Gomes et al. (1994a) e Jacinto et al. (2003),
podendo estar relacionado a presenca de espécies nao cultivaveis, a espécies nao
sobreviventes durante as diversas fases do processamento laboratorial e ao baixo
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namero de células bacterianas impossibilitando a deteccdo pelo método de

cultura.

Muitas espécies séo dificeis ou impossiveis de serem cultivadas. Além
disso, a identificagdo por meétodos bioquimicos pode ndo abranger todos os
microrganismos que estdo envolvidos na infeccao por limitacées do seu banco de
dados ou por caracteristicas fenotipicas incomuns das cepas (Siqueira & Rdcas,
2005). O fato de métodos moleculares identificarem até mesmo as células mortas
pode ser também uma limitagcdo do método. Por um lado, esta capacidade pode
permitir a detecgdo de bactérias que ndo sdo cultivaveis, ou bactérias fastidiosas
que podem morrer durante o processo de coleta, transporte e isolamento. Por
outro lado, se a bactéria ndo estava mais viavel no sitio da infeccdo, a sua
deteccdo pode induzir a uma falsa presuncdo do seu papel no processo

infeccioso.

Das espécies investigadas neste estudo pelo método de PCR foram
detectadas através da cultura microbiana apenas Gemella morbillorum,
Enterococcus faecalis, Parvimonas micra e Porphyromonas gingivalis. Algumas
bactérias fastidiosas como Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Filifactor
alocis, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas endodontalis, Prevotella
intermedia, P. nigrescens, P. tannerae, Tanerella forsythia, Treponema denticola e
T. socranskii que nao sobreviveram através da cultura microbiana, foram
detectadas no método de PCR. Sabe-se que os meios de cultura empregados nao
permitem o crescimento de todos 0s microrganismos, além do que essas espécies
sao sensiveis a presenca de oxigénio e a pequena quantidade de células ou a sua
viabilidade (Siqueira & Rbcas, 2005) ndo favorece o isolamento desses

microrganismos.

Algumas amostras de coletas realizadas apds o primeiro PQM (C2),
apdés o segundo PQM (C4) e apds uso da MIC (C5) foi verificada através da

cultura microbiana auséncia de microrganismos, entretanto no método de PCR foi
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detectado presenca de DNA bacteriano direcionado ao gene 16S rRNA em todas
as amostras. Isso se deve a quantidade de células ou a sua viabilidade,
mostrando que a PCR apresenta maior sensibilidade técnica variando de 10 a 10?
células. A PCR pode detectar um numero baixo de células de uma dada espécie
microbiana. Por outro lado, a sensibilidade de deteccdo do método de cultura é de
aproximadamente 10* a 10° células microbianas para uma determinada espécie
usando meios nao seletivos, e 10° em meios seletivos. (Spratt, 2004; Siqueira &
Récgas, 2005). Lembrando também que para um microrganismo ser passivel de
cultivo, ele deve estar viavel. Os métodos moleculares podem detectar células
microbianas mortas, uma vez que se baseiam na presenga ou auséncia do gene
16S rRNA (Siqueira & Rogas, 2005).

Nos casos em que ndao houve deteccdo de microrganismos alvos pelo
método de PCR e foi observada sua presenca pelos métodos bioquimicos (casos
P2/C1; P3/C1; P8/C1/C2; P11/C1/C3; P12/C3; P13/C3; P14/C3/C4) pode ser
devido a especificidade do primer ou a técnica de PCR utilizada. Quando os
resultados para os testes bioquimicos e PCR para os primers espécies-especificos
foram negativos, acredita-se na presenca de microrganismos nao cultivaveis, pois

em todas as coletas observou-se detecgdo de DNA bacteriano (16S rRNA).

Na coleta inicial (C1), Parvimonas micra foi a espécie bacteriana mais
frequentemente detectada pelo método de PCR. P. micra € um coco Gram-
positivo anaerdbio estrito comumente encontrado nas mucosas da cavidade bucal,
intestinos e vagina, que possui em sua parede celular peptideoglicana e acido
lipoteicoico, os quais podem estar associados a resposta inflamatéria (Gomes et
al., 1994a), a sintomatologia aguda e a destruicdo dos tecidos periapicais (Gomes
et al., 1994; Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 2004). Tanabe et al. (2007)
demonstraram, in vitro, a capacidade de componentes da parede celular de P.
micra em induzir vias de sinalizag&o intracelular em macrofagos, aumentando a

producao de citocinas, quimiocinas e metaloproteinase (MMP-9).
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Alguns microrganismos que nao estavam presentes na coleta inicial
foram detectados ap6s PQM, na primeira sessdo assim como na segunda e
terceira sessdo. Apos PQM ocorre a exoposicdo de tubulos dentinarios com
depositos bacterianos que servem para a manutencdo da infecgdo periapical
(Kettering & Torabinejad, 1997). Orstavik & Haapasalo (1990) e Peters et al.
(1995) também afirmaram que no interior dos tdbulos dentinarios, os
microrganismos estdo protegidos da solucgao irrigadora, medicagéo intracanal e
dos instrumentos endodénticos, sendo responsaveis pelas infec¢coes persistentes.
Mesmo em casos de canais radiculares bem tratados, algumas bactérias podem
permanecer vivas, devido as complexidades anatémicas do sistema de canais
radiculares (lda & Gutmann, 1995). Bactérias presentes em regides de istmos,
ramificagdes, reentrancias, tubulos dentinarios, reabsor¢cdes radiculares externas,
podem nao ser afetadas pelas medidas usadas no controle da infeccao
endoddntica (Nair et al., 1990a; 1999).

Na terceira coleta (C3) houve um aumento da frequéncia bacteriana em
10 casos, aparecendo novas espécies que nao foram detectadas em C1 e C2, ou
repetindo 0s mesmos microrganismos que foram detectados nas coletas
anteriores. Microrganismos diferentes aos detectados anteriormente podem ser
resultado da acao dos instrumentos endoddnticos na parede dentinaria causando
a exposicdo dos microrganismos no interior dos tubulos dentinarios. Aquelas
espécies que se repetiram e resistiram ao PQM também podem proliferar e
recontaminar o sistema de canais radiculares. E importante relembrar que o soro
fisiologico no interior do canal radicular cria condiges favoraveis ao crescimento
de microrganismos, pois este € uma substancia inerte que ndo apresenta efeito

medicamentoso e propriedade de barreira fisica.

Em todas as amostras permaneceu DNA bacteriano mesmo apés
protocolos de desinfeccdo empregados e uso da medicacao intracanal. Apds o
uso da medicacgao intracanal houve deteccao de algumas espécies investigadas
(8/14) distribuidos em nove casos. Mesmo utilizando Ca(OH),, uma substancia
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altamente alcalina n&o foi capaz de eliminar DNA bacteriano e das espécies
estudadas. A alcalinizagcdo do meio proporcionada pelo Ca(OH), induz a quebra
de ligagbes idnicas que mantém a estrutura das proteinas. Como consequéncia as
enzimas perdem sua atividade biologica e ocorre a disfungdo do metabolismo
celular (Voet & Voet, 1995). O efeito letal do Ca(OH). nos microrganismos
ocorrem quando ha contato direto com a substdncia. Em tal condicdo, a
concentragdo de ions hidroxila é extremamente alta, incompativel com a
sobrevivéncia bacteriana. Clinicamente, nem sempre isso é possivel como
também afirmado por Siqueira & Lopes (1999). Se o hidréxido de calcio precisa
difundir-se pelos tecidos e a concentragao de hidroxilas decresce como resultado
da acao de sistemas tampdes (bicarbonato e fosfato), acidos, proteinas e didéxido
de carbono, sua efetividade antibacteriana pode ser reduzida ou mesmo impedida
(Siqueira et al., 1998).

6.3 Relacao bactérias cultivaveis (UFC/mL) e niveis de endotoxinas (EU/mL)
com aspectos clinicos e radiograficos de dentes com insucesso
endoddntico

Niveis elevados de endotoxinas foram encontrados em dentes que
apresentavam maior tempo de tratamento endoddntico inicial (= 10 anos). Deve-se
ressaltar que a longevidade do tratamento endodéntico depende da estabilidade
dimensional do material obturador por muitos anos, com isso a degradacao
quimica da guta- percha presente no interior de canais radiculares infectados e
presencga de leséo periapical ocorre em aproximadamente 5 anos (Maniglia et al.,
2007). A oxidacgao e a perda de massa molar da guta-percha resultam em espacos
vazios entre o material obturador e as paredes do canal radicular, assim como a
perda do selamento apical, que permite a recolonizacdo bacteriana, gerando a
necessidade do retratamento endodbéntico. Maiores valores de UFCs foram
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encontrados em dentes com obturagédo inadequada, guta-percha distante 2 mm ou
mais do 4pice (Hancock et al., 2001), assim como nos casos sintomaticos com dor
a percussao e a palpacao. Além disso, a periodontite crénica apical pode significar
uma infeccdo extra-radicular; e o biofilme localizado em &reas inacessiveis do
espaco pulpar, sobre a superficie radicular e nas lacunas de cemento abriga um
grupo de bactérias capazes de degradar a borracha de poliisopreno (Nair et al.,
2005).

A microinfiltragdo coronaria (Ray & Trope, 1995; Schwartz & Fransman,
2005) foi uma das principais causas do insucesso do tratamento endoddntico
observada neste estudo. Todos os casos analisados apresentou um selamento
coronario inadequado baseado nos mesmos parametros de avaliagdo da
qualidade da restauracao coronaria que Pinheiro et al. (2003a;b) e Delboni (2009)
utilizaram. Nutrientes originados de fluidos teciduais da regido periapical ou da
cavidade bucal através da microinfiltracdo coronaria, podem servir de substrato
para cepas que sobreviveram apds o PQM, mantendo a infec¢do intrarradicular.
Dessa forma, deve-se ressaltar a importancia do selamento imediato com um
material restaurador definitivo tanto entre sessées quanto depois de finalizado o
tratamento endoddntico.

Radiograficamente, dentes com lesdo periapical, massa obturadora
heterogénea, espacos vazios, compactagdo inadequada e um preparo sem
conicidade com paredes irregulares caracterizam um tratamento endoddéntico
anterior falho (Pinheiro et al., 2003a;b; Delboni, 2009). Outro fator a considerar é a
distdncia da guta-percha em relacdo ao apice. Neste estudo, quando essa
distancia apresentou maior que 2 mm do &pice houve maiores niveis de
endotoxinas e crescimento de bactérias cultivaveis. Pinheiro et al. (2003a)
encontrou mais de 3 microrganimos em canais mal-obturados, mostrando uma
correlagcdo estatisticamente significante, entretanto Delboni (2009) n&o verificou
qualquer associagcado da microbiota com os achados clinicos e radiograficos.
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Siqueira & Rocas (2004) encontraram um maior numero de espécies
bacterianas em canais onde a distancia entre o material obturador e o apice era
maior que 2 mm quando comparado com canais obturados no limite de 2 mm ou
menos do apice, corroborando com o presente estudo que foi observado 4 e 4,5
espécies por canal; respectivamente. Foi verificado também neste trabalho que
em dentes mal obturados apresentaram maior numero de espcies (5 espécies por
canal) quando comparado aos dentes bem obturados (3 espécies por canal). Os
dentes com obturagdes bem realizadas possuem de 1 a 5 espécies, enquanto em
dentes mal obturados podem apresentar até 30 espécies, mostrando similaridade
com dentes nédo tratados (Sundqvist et al., 1998; Pinheiro et al., 2003b; Récas et
al., 2004a; Siqueira & Rbcas, 2004).

Todos os casos onde havia alguma sintomatologia (dor a percussao,
palpacdo ou prévia), a qualidade da obturacdo apresentou-se inadequada.
Particularmente, canais radiculares com uma limpeza, modelagem e obturacéo
incompleta deixam areas n&o instrumentadas, servindo como fonte de infeccao
(Hancock et al., 2001), em alguns casos com uma microbiota similar a infeccao
endoddntica primaria com predominancia de bactérias Gram-negativas (Foschi et
al., 2005; Gomes et al., 2005; 2006a; Rocas et al., 2008). Observou-se que a
maioria dos dentes com guta-percha distante mais que 2 mm do 4&pice
apresentaram dor a percussdao e/ou a palpacdo. Alguns autores (Schein &
Schilder, 1975; Horiba et al., 1991; Jacinto et al., 2005; Martinho & Gomes, 2008)
afirmaram que altos niveis de endotoxinas estdo associados a presenca de

sintomatologia clinica.

Correlacao positiva foi observada entre elevados niveis de endotoxinas
e lesdo periapical maior que 5 mm, indicando a participacdo da endotoxina na
reabsorcao 6ssea periapical em dentes com insucesso do tratamento endodéntico.
O LPS bacteriano € um potente estimulador da produgéo de citocinas inflamatérias
— interleucina -1 (IL-1) e fator de necrose — alfa (TNF-a) — por diferentes células
presentes nos tecidos periapicais através da ativacdo do receptor TLR4 (Toll-like
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receptor 4) (Horiba et al., 1989; Hong et al., 2004). Martinho et al. (2010a)
demonstraram niveis superiores de IL1- 3 em dentes com maior tamanho da lesdo

periapical.

Apesar da reducao bacteriana apds o preparo quimico-mecanico com
clorexidina 2% gel e EDTA 17% mostrar-se em 99,93%; a concentragdo de
endotoxina reduziu somente em 60,6%. Independente do preparo realizado em
toda extensdo do canal radicular, valores de endotoxina foram detectados em
todas as amostras analisadas. Isso também se deve ndo somente ao fato do efeito
limitado de detoxificacdo dos agentes irrigantes como a clorexidina 2% gel sobre o
LPS (Gomes et al., 2009a), mas também pela ineficiente agdo mecéanica dos
instrumentos manuais em realizar a remog¢ao do LPS. No estudo de Martinho et al.
(2010b) verificaram maior porcentagem de remocdo de endotoxinas de canais
radiculares de dentes com infeccdo endodéntica primaria utilizando instrumentos

rotatérios NiTi.

6.4 Deteccao e quantificacao de endotoxina nas coletas realizadas antes e
ap6s PQM e apés uso da MIC

A parede celular de bactérias Gram-negativas contém
lipopolissacarideos (LPS), um importante fator de viruléncia, que exerce uma série
de efeitos bioldgicos e resultam na amplificacdo de reagdes inflamatérias (Farber
& Seltzer, 1988) e reabsorcdo dssea nas periodontites apicais (Yamasaki et al.,
1992). As endotoxinas sdo responsaveis pela quimiotaxia de polimorfonucleares
(PMNs), estimula a liberacdo de enzimas lisossomais de PMNs, promove a
liberacdo de colagenase dos macréfagos, ativa o sistema complemento, aumenta
a temperatura corporal, atrai os osteoclastos (Farber & Seltzer, 1988), altera a
estrutura e funcdo de varios 6rgdos e células, assim como das funcoes

115



metabdlicas e hemodindmicas (Martich et al., 1993). Altos niveis de endotoxinas
tém sido associados com o desenvolvimento de dor espontdnea (Schein &
Schilder, 1975; Horiba et al., 1991; Khabbaz et al., 2001; Jacinto et al., 2005;) dor
a percussao (Jacinto et al.,, 2005; Martinho & Gomes, 2008) e dor a palpacao

(Jacinto et al., 2005) em infecgbes endodonticas primarias.

Conhecendo o papel da endotoxina na patogénese endoddntica e apds
detectar bactérias Gram-negativas pelo método de cultura microbiana e PCR
espécie-especifico nas amostras analisadas, o presente estudo quantificou a
concentracao de endotoxinas nas coletas realizadas antes e apés PQM e apds
uso da MIC em canais radiculares de dentes com insucesso endodontico e
presenca de lesdo periapical, utilizando o método turbidimétrico (Pyrogente 5000
LAL).

O método turbidimétrico (Pyrogent 5000 LAL) (Martinho et al., 2010a; b)
utilizado para quantificagdo de endotoxina foi escolhido no presente estudo pois é
extremamente sensivel, com uma larga faixa de concentracao (0,01-100 EU/mL)
em que os valores de endotoxina podem ser determinados. O método KQCL
(0,005-50EU/mL) (Cardoso et al., 2008; Rocha et al., 2009) também apresenta
elevada sensibilidade na detecgdo dos niveis de endotoxinas. Por outro lado o
método QCL apresenta limitagdo em relacdo a sua sensibilidade (0,1-1 EU/mL)
(Khabbaz et al., 2001; Jacinto et al., 2005; Vianna et al., 2007; Martinho et al.,
2008; Gomes et al., 2009a).

O teste Pyrogente 5000 LAL é capaz de incluir um controle positivo do
produto (PPC), o qual essa amostra € contaminada com uma quantidade
conhecida de endotoxina; e que a recuperacdao de endotoxina deve estar entre
50% a 200%, como recomendado pela Farmacopéia Americana.

O ensaio (Pyrogent 5000 LAL) utilizado no presente trabalho
possibilitou a deteccado de niveis baixos de endotoxinas, como era esperado por
se tratar de uma infeccdo com maior quantidade de bactérias Gram-positivas

116



(Molander et al., 1998; Peuciliene et al., 2000; Cheung & Ho, 2001; Hancock et al.,
2001; Pinheiro et al., 2003b). Todas as amostras de C1 e C2 apresentaram
valores de PPC na faixa entre 50% a 200%, como recomendado pela

Farmacopéia Americana.

Em todos os canais radiculares nas coletas C1 e C2 foram verificados
niveis de endotoxinas. Isso mostra o envolvimento de bactérias Gram-negativas
em infecgdes endodénticas secundarias (Foschi et al., 2005; Gomes et al., 2005;
Gomes et al., 2006a; Récas et al., 2008) de dentes com insucesso endoddntico e
presenca de lesdo periapical, como também detectado no presente estudo esses
microrganismos através do método de PCR. Entretanto, nas outras coletas (C3,
C4 e C5) néo foi encontrado valores validados pela Farmacopéia Americana. A
maior frequéncia de bactérias Gram-positivas, assim como LPS de bactérias
Gram-negativas residuais a terapia endodéntica podem inibir/potencializar o LPS
da E. coli no controle da reacédo de quantificagdo de endotoxina. Quando inibidos
(valores de PPC detectados inferiores a 50%) ou potencializados (valores de PPC
superiores a 200%), os resultados ndao sao validados pela Farmacopéia
Americana. Desta forma, os niveis de endotoxinas para as coletas C3, C4 e C5
foram considerados n&o validados.

Apenas em um caso (P5) houve aumento do nivel de endotoxinas. Esse
resultado reflete a microbiota obtida por cultura, pois através do método de PCR
ndo houve deteccdo das espécies investigadas. No método de cultura, quando
comparado C1 e C2, foi observada apés PQM uma frequéncia maior de
microrganismos Gram-negativos, que possuem em sua parede celular
lipopolissacarideos (LPS). Os microrganismos isolados sdo representados pelas
espécies Haemophilus influenzae e Haemophilus parainfluenzae, assim como 0s

géneros Capnocytophaga spp. € Neisseria spp.

De uma maneira geral, foram observadas concentragdes inferiores de

endotoxina (mediana: 3,96 EU/mL) quando comparadas as presentes na infeccéo

117



endodontica priméaria (mediana: 9,19 EU/mL) (Martinho et al., 2010b). Isso se deve
as pressdes seletivas existentes nos canais radiculares de dentes tratados
endodonticamente. A falta de nutrientes cria um ambiente favoravel a colonizacao
de bactérias Gram-positivas, estando estas em niveis mais elevados que as
Gram-negativas, como também verificado por outros autores pelo método de
cultura (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Peciuliene et al., 2000;
Pinheiro et al., 2003b).
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7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos e de acordo com as metodologias

propostas neste estudo pode-se concluir que:

a)

b)

c)

d)

Os canais radiculares de dentes com insucesso endodéntico e lesédo
periapical apresentaram através do método de cultura uma infecgéo
polimicrobiana, prevalecendo nas diferentes coletas uma microbiota
composta por bactérias anaerdbias facultativas e Gram-positivas.

A técnica de PCR espécie-especifico detectou a presenca de bactérias
Gram-negativas anaerobias estritas fastidiosas nas coletas antes e apos
preparo quimico-mecéanico (PQM) e apdés uso da medicacao intracanal
(MIC).

A efetividade do uso da MIC sobre os microrganismos foi inferior ao PQM,
observado tanto na cultura quanto no PCR, para as espécies estudadas.
Niveis de endotoxinas foram detectados antes (C1) e apdés o PQM (C2).
Elevados niveis de endotoxinas mostraram correlacdo positiva com

maiores tamanhos (>5 mm) da les&o periapical.
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APENDICE |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
As informacdes contidas neste prontuario foram fornecidas pela orientadora Prof2.
Dr2. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes e/ou pelo aluno de mestrado
Marcos Sergio Endo, objetivando convidar e formar acordo, por escrito, mediante
o qual o individuo, parte integrante da pesquisa, autoriza sua participagdo, com
pleno conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que se submetera
por livre arbitrio e sem qualquer coagao.

I. TITULO DA PESQUISA

"ldentificacao de microrganismos e quantificacao de endotoxinas presentes
no canal radicular de dentes submetidos ao retratamento endodontico,
preparo quimico-mecanico e medicacao intracanal".

Il. PROPOSICAO GERAL

Identificar a microbiota de dentes com insucesso endoddntico e quantificar as
endotoxinas apds o preparo quimico-mecanico (PQM) e uso de medicamentos
intracanais (Ml).

lll. JUSTIFICATIVA

Um maior estudo dos fatores clinicos e das bactérias associadas ao fracasso do
tratamento endodéntico poderia nos levar a uma melhoria das técnicas de
combate a infeccdo e, consequientemente, elevar as taxas de sucesso do
retratamento. Assim como, avaliar a agdo antimicrobiana da medicagao intracanal,
que é utilizada entre sessoes, para preencher os espacos dos canais radiculares.
Essa medicacdo, como o proprio nome diz, pode ter efeito medicamentoso,
auxiliando no combate da infeccao e ativando a mineralizacado dos tecidos duros,
auxiliando no reparo. Os microrganismos presentes na infeccdo endoddntica serdo
isolados e identificados. Os resultados obtidos irdo auxiliar na terapia endodéntica,
ajudando a entender os insucessos, que acontecem mesmo ap0s 0 emprego de
técnicas adequadas. Com esta pesquisa poderemos verificar quais o0s
microrganismos que sobreviveram apds o emprego da medicacdo, verificar se
estes oferecem riscos ao sucesso da terapia. Este e outros questionamentos
procuraremos responder neste trabalho.

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

IV. PROCEDIMENTO DO EXPERIMENTO

Selecao dos pacientes
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Serao selecionados individuos com necessidade de retratamento endodontico.
Serédo estudados 15 casos. O retratamento endodéntico sera evidenciado pela
constatacdo de uma area radiolucida na regido periapical do dente envolvido,
assintomatico, indicando a persisténcia da lesdo apdés o tratamento endodéntico.
Seréao obtidos os dados relativos ao género, idade, doencgas sistémicas e uso de
medicamentos. Os pacientes com doencas sistémicas e com histéria de
antibioticoterapia recente e uso de antifungicos nao serao incluidos no estudo.

Aspectos clinicos e radiograficos

Para cada paciente serdo anotados dados pessoais, histéria médica e histéria
dentaria. No exame subjetivo serdo anotados dados sobre a condicdo atual do
dente a ser retratado, quanto a presencga ou auséncia de dor. No exame objetivo
serdo anotados dados tais como: a presenga de edema, de fistulas, presenca ou
nao de restauracdes no dente tratado endodonticamente, caries e fraturas.

Serao realizados testes para verificar dor a percussao, a palpacao e mobilidade,
além da realizacao de sondagem periodontal.

Na analise radiogréafica, sera avaliada a qualidade da obturagéo, a presencga de
les&o periapical relacionada ao dente tratado endodonticamente, a presenca de
alguma imagem de carie sob a restauragdo ou sugerindo uma infiltragdo coronaria
neste dente.

Coleta de amostras

ApGs a abertura corondria, sera coletada toda a guta-percha removida do canal
radicular durante a desobturacédo. Serdo realizadas cinco coletas microbiol6gicas
do canal radicular, durante a sessdo de retratamento endoddntico, dessa forma os
voluntarios ndo terdo que se deslocar a faculdade apenas para a concretizacao da
pesquisa. Essas coletas serdo divididas em trés sessbes odontoldgicas,
semelhante a qualquer outro retratamento endodéntico, finalizando com a
obturacéo e selamento do dente envolvido.

Para a coleta, os cones de papel absorvente estéril serdo introduzidos no
comprimento de trabalho pré-estabelecido permanecendo nesta posicao por 60
segundos. Este cone, normalmente é usado para secar o canal. A coleta de
amostra é simples e faz parte do tratamento endodéntico, ndo existindo outro
método alternativo para tal. A coleta das amostras dos canais radiculares sera
realizada sob fluxo continuo de nitrogénio.

ApOs as coletas das amostras bacteriologicas, o dente em questéo sera retratado
e restaurado pelo mesmo operador. Além disso, sera feito pela Area de
Endodontia, um acompanhamento de todos os retratamentos realizados neste
experimento, durante, no minimo, 4 anos.
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No laboratério de Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP, os recipientes
com o material colhido do canal radicular serdo processados adequadamente para
gue se obtenha o isolamento, cultivo e identificacdo dos microrganismos.

V. DESCONFORTO OU RISCOS ESPERADOS

N&o tera nenhum risco de morte ou mudanga no seu atendimento convencional, ja
realizado diariamente nesta Faculdade. O processo é indolor. Se o paciente sentir
dor, esta ndo sera devido a coleta de amostra e sim a persisténcia da infec¢cao nos
canais radiculares e/ ou nos tecidos periapicais.

Os procedimentos desenvolvidos nesse trabalho apresentam em consonancia
com os tratamentos realizados atualmente na area de Endodontia da
FOP/UNICAMP. Os trés tipos de medicagbes intracanais preconizadas no
presente estudo sdo empregadas na Clinica de Especializacdo em Endodontia,
assim como em algumas outras instituicbes do pais.

Durante todo o tratamento de canal e coleta de bactéria serao utilizados luvas e
oculos de seguranca para protecao do operador e do paciente.

Se houver dor fora dos dias marcados para o tratamento, o paciente recebera uma
assisténcia imediata dos responsaveis pela pesquisa, assim 0 mesmo devera
entrar em contato através dos telefones locais descritos a seguir:

(0xx19) 2106 5215 (Laboratério de Endodontia).
(0xx19) 8211-0427 (celular do pesquisador Marcos Sergio Endo).

O paciente também podera ser atendido no Plantdo de Emergéncia da FOP-
UNICAMP, que funciona normalmente de segunda a sexta-feira, de 8:00 as 12:00
hs e de 13:30 as 17:30 hs.

Para qualquer informacdo ou esclarecimento sobre o tratamento, o paciente
podera entrar em contato com os pesquisadores através dos telefones citados
acima, e-mail: marcosendo@fop.unicamp.br e bpgomes@fop.unicamp.br, assim
como no endereco Rua: Regente Feijo, n° 639, centro. Piraciaba — SP.

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

Uma cépia deste termo (TCLE) sera entregue ao voluntario, portanto o mesmo
tera em maos telefones e enderegos para contato.

Apesar dos resultados clinicos e microbiol6gicos serem divulgados publicamente
para fins académicos e cientificos, sera preservada a privacidade do individuo
quanto aos dados confidenciais que possam a ser envolvidos na pesquisa.
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VI. BENEFICIOS DO EXPERIMENTO

Os beneficios esperados afetam indiretamente os voluntarios, pois estardo
relacionados com o desenvolvimento de um retratamento endoddntico mais eficaz
e seguro, com o conhecimento dos microrganismos envolvidos nesses casos.

VIl. POSSIBILIDADES DE INCLUSAO EM GRUPO CONTROLE OU PLACEBO

Nao se aplica inclusao de grupo controle ou placebo. B

VIll. METODOS ALTERNATIVOS PARA OBTENCAO DA INFORMACAO OU
TRATAMENTO DA CONDICAO

Nao se aplica métodos alternativos.

IX. INFORMAGCOES

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

Os resultados da pesquisa ficardo a disposicao dos sujeitos envolvidos, sendo
preservada a identidade dos mesmos.

A pesquisa nao acarretara nenhum énus ao paciente. Nao havera necessidade de
deslocamentos ou procedimentos adicionais para coleta de amostra, além das
necessarias para o tratamento endodontico convencional (3 sessdes).

X. RETIRADA DO CONSENTIMENTO

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

Xl. CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu, certifico
que tenho lido as informacdes acima e suficientemente esclarecido (a) de todos os
itens pela Prof?. Dré. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes e/ou Marcos
Sergio Endo, estou plenamente de acordo com a realizagdo do experimento.
Assim, eu autorizo a execug¢ao da pesquisa, exposta acima, em mim.

Piracicaba, de de 2009/2010.

Nome:

RG:

Assinatura:

ATENCAO: A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em
caso de duvida quanto aos seus direitos como voluntario da pesquisa, escreva
para o Comité de Etica em Pesquisa da FOP — UNICAMP, enderegado a Av.
Limeira, 901 — Caixa Postal 52, CEP 13414-903, fone (19) 2106-5349, e-mail
cep@fop.unicamp.br, na cidade de Piracicaba/SP.
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APENDICE Il — Meio de Transporte

VMGA Il (Viability Medium Géteborg Agar)

1. Descricao

O meio de transporte VMGA IlI (Viability Medium Géteborg Agar) foi descrito

inicialmente por Moller (1966) e por Dahlén et al. (1993) e é preparado para suportar a

sobrevivéncia de organismos anaerdbios estritos e aerdbios sem ocorrer crescimento. E

aplicado para amostras pequenas, como as coletadas por pontas de papel absorvente. Se

armazenado em recipiente bem fechado e sem contato com oxigénio, pode ser guardado

por longo tempo. Deve ser protegido da luz. O indicador de oxi-redugéo € o azul de

metileno e sua funcdo € consumir o oxigénio, mantendo o meio reduzido. A solugao

protetora € a peptona 0,1% e a gelatina 5%. Sua consisténcia & semi-sélida em

temperatura ambiente e semi-fluido acima de 30°C.

2. Preparo do meio

2.1. Componentes necessarios

a

o O O

)
)
)
)
)

-* O

)

Acetato de fenilmercurio (Sigma, St. Louis, EUA), Ref. P5554 — 25 g;
Glicerofosfato de sodio (Merck, Alemanha), Ref. 4168 — 25 g;

CaCl anidro ou CaCl,.6H,O (Ecibra, Santo Amaro - SP, Brasil), Ref. 0490 — 500 g;
KCI (Synth, Diadema, Sao Paulo - SP, Brasil), Ref. C1058.01.AG — 500 g;
MgSQ,.7H,0 (Sigma, St. Louis, EUA), Ref. M1880 — 500 g;

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

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

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

Triptose (DIFCO, Detroit, EUA), (Sigma, St. Louis, EUA), Ref. T4532 — 100 g;
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j) Thiotona ou Peptona (BBL, Cockeyville, EUA), (Biobras, MG, Brasil), Ref.177-2 —
500 g;

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

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

Autoclavar previamente:

a) Frascos de Eppendorf ou vidros pequenos com 3 bolinhas de vidro (Glass beads).
A quantidade de Eppendorfs deve ser separada de acordo com o volume do meio
que sera preparado. Neste caso, se for preparar 250 mL de VMGA lll, autoclavar
cerca de 130 frascos.
) Proveta de 50 mL
) 2 frascos vazios de 500 mL
d) 2 frascos vazios de 1000 mL
) 4 funis
f) 4 tubos de ensaio
g) 4 espatulas
h) 1 frasco de Becker pequeno
i) 2 provetas de 200 mL
i) 30 pedacos de papel aluminio
k) 1 vidro de 500 mL

2.2. Preparo dos volumes liquidos

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

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

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

500 mL 250 mL 125 mL

1 frasco 50 mL 25 mL 12,5 mL

2.3. Solucao de Sais de Estoque IV

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

nao tenha, autoclavar:

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

Verificar se tem a solucao de NaOH e KOH (8M), caso nao tenha, preparar.
Volume final de 200 mL. Modo de preparo: Pesar 64g de NaOH e 89,76 g de KOH.
Dissolver em 140 mL de &gua bidestilada. Depois de dissolvido, acrescentar agua
bidestilada g.s.p 200 mL. Autoclavar por 20 minutos

No dia anterior, preparar as solucdes:

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

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

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

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

2.4. Mistura das solucoes e preparo do VMGA Il

a) Solucao A:
SOLUCAO A 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua 550 mL 137,5 mL 68,75 mL
bidestilada ’ ’
Triptose 0,59 0,125¢ 0,0625 g
TPZ'LOtgiae 0,54 0,125 ¢ 0,0625 g

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

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

b) Solucéo B:
SOLUCAO B 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua 300 mL 75 mL 37,5 mL
bidestilada ’
Gelatina 50 ¢ 12,59 6,259

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

SOLUCAO C 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua 50 mL 12,5 mL 6.25 mL
bidestilada ’ ’
Agar 29 0,59 0,25 g

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

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

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

e) Solugao E:
SOLUCAOE 1000 mL 250 mL 125 mL
Solugao 100 mL 25 mL 12.5 mL
salina
Acido 0,5 mL 0,125 mL 0,0625 mL
Tioglicolico

A solucdo salina deve estar estéril no dia anterior. O &cido tioglicolico

encontra-se no freezer, e deve ser manipulado com muito cuidado, empregando luvas e

mascara.

Misturar as SOLUCOES A + B + C em frasco de 500 mL na manta. Resfriar a
45-50°C. Adicionar 25 mL da solucdo de sais de estoque azul IV. Adicionar a solucdo de

acido tioglicolico (SOLUGAO E). Ferver a solugdo por 5 minutos até que a cor azul

desapareca (fica amarelo). Resfriar em agua morna sob fluxo de N,. Levar para a camara

de anaerobiose. Adicionar a solugéo de cisteina (SOLUGAO D).
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Ajustar o pH 7,2 a 7,4 com a solugcao de NaOH + KOH, adicionando de 10 em
10 microlitros. Adicionar aos poucos, pois ndao tem volta. A solucdo de NaOH + KOH vai

diminuir o pH.

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

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

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

1.1 Descricao

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

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

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

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

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

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

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

1.2. Preparo

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

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

1.4. Incubacao

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

1.5. Formula
Componentes Concentragao (g/L)
Mistura de peptonas 23,0
Cloreto de sédio 5,0
Amido soluvel 1,0
Agar n° 2 12,0
Glicose 0,4
Piruvato de sédio 1,0
L-cisteina monoidratada 1,0
Hemina 0,5
Vitamina K 0,001
L-arginina 1,0
Pirofosfato soltvel 0,25
Succinato de sédio 0,5
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1.6. Enriquecimento do Meio

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

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

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

Dissolver 0,5 g de Hemina em 10 mL de Hidroxido de sddio 1 N. Completar
com &agua destilada até atingir 100 mL. Autoclavar a 121°C por 15 min. Para usar como
suplemento, adicionar 1 pL da solucédo a cada mL de meio produzido.

2. Fastidious Anaerobe Broth (FAB) — LAB M (Bury, UK), Ref. Lab 71 — 500 g

2.1. Descricao

Meio de cultura liquido capaz de favorecer o crescimento de bactérias
anaerobias e facultativas. As peptonas sao incorporadas para a maxima estimulacao de
crescimento. Vitamina K, hemina e L-cisteina sdo também fatores de crescimento para
alguns anaerodbios. L-cisteina e tioglicolato de sdédio reduzem o potencial de O6xido

reducdo do meio e o0 agar inibe a absorgéo do oxigénio. O pH do meio é 7,4+0,2.

2.2. Preparo

Dispensar 14,85 g do p6 em 500 mL de agua deionizada. A mistura é

dispensada em tubos que sao deixados semi-abertos durante a esterilizacéo, que é feita
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em autoclave a 121°C por 15 min. Os tubos s&do fechados o mais rapido possivel apés a

esterilizagao.

2.3. Armazenagem

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

alcance da luz.

2.4. Incubacao

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

2.5. Formula

Componentes

Concentragao (g/L)

Mistura de peptonas
Cloreto de sédio
Extrato de levedura
Agar n 1

L-cisteina

Hemina

Vitamina K
Resazurina

Bicarbonato de sédio

15
2,5
1,0
0,75
0,5
0,005
0,005
0,001
0,4
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3. Brain Heart Infusion Agar (BHI) — LAB M (Bury, UK), (Himedia, Mumbai, India), Ref.
M211 — 500 g

3.1 Descricao

Este meio foi desenvolvido inicialmente para o isolamento de patégenos orais.
Com a adicdo de 5% de sangue desfibrinado de carneiro, este meio permite o
crescimento da maioria dos microrganismos fastidiosos. O fosfato tamponado ajuda
neutralizar os acidos produzidos pela utilizagdo da glicose, mantendo a viabilidade dos
microrganismos. Este meio ndo é recomendado para a determinacdo das reagdes

hemoliticas porque contém glicose em sua composi¢do. O pH do meio é 7,4+0,2.

3.2 Preparo

Adicionar 24,5 g do p6 em 500 mL de agua deionizada. A suspensdo deve ser
mantida em repouso por 10 min e depois agitada. E esterilizada por autoclavagem a 12°C
por 15 min e resfriada a 47°C antes de distribuir sobre as placas. Caso deseje, adicionar
assepticamente 5% de sangue desfibrinado de carneiro, misturar bem e distribuir nas
placas de Petri.

3.3. Armazenagem

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

preferencialmente no escuro.

3.4 Incubacao

Tempo e temperatura s&o determinados para cada microrganismo.
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3.5 Formula

Componentes

Concentragao (g/L)

Infusdo de sélidos de cérebro
e coracao

Proteose peptona
Glicose

Cloreto de sédio
Fosfato di-sédico

Agar nimero 2

17,5

10
2
5

2,5

12

4. Brain Heart Infusion Broth (BHI) — LAB M (Bury, UK), (Himedia, Mumbai, India), Ref.

M211 — 500 g

4.1. Descricao

Meio de infusao isotbnico rico em triptose (uma mistura de carne e petonas do
leite) promovendo uma ampla gama de substratos. Uma concentragdo baixa de glicose é
utilizada para estimular o crescimento precoce. E ligeiramente tamponado para impedir a
morte rapida de algumas espécies devido a produgao de acido. O pH do meio € 7,4+0,2.

4.2. Preparo

Dispensar 18,5 g do p6 em 500 mL de agua deionizada. A suspensao deve
ficar em repouso por 10 minutos, sendo a seguir dissolvida sob aquecimento brando,
antes de ser dispensada em tubos que sao deixados semi-abertos durante a esterilizacao.
A esterilizacdo é feita em autoclave a 121°C por 15 min. Os tubos s&o fechados o mais

rapido possivel apés a esterilizagéo.
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4.3. Armazenagem

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

4.4. Incubacao

Incubar aerobicamente a 37°C por até 15 dias.

4.5. Férmula
Componentes Concentragao (g/L)
Infusdo de sdlidos de cérebro de boi 12,5
Infusdo de sélidos de coracao 5,0
Proteose peptona 10,0
Glicose 2,0
Cloreto de sédio 5,0
Fosfato di-sédico 2,5

5. Agar Mitis Salivarius (Difco, Becton & Dickison, MD, Estados Unidos), Ref. 229810
—-500¢

5.1. Descricao

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

salivarius, e Enterococcus.
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5.2. Preparo

Misturar 90 g do p6 a 1000 mL de agua deionizada. Dissolver o pd sob
agitagao e ferver por 1 minuto. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos e resfriada
a47cC.

5.3. Armazenagem

Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C,

fora do alcance da luz.

5.4. Incubacao

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

5.5. Formula
Componentes Concentracao (g/L)
Digerido pancreatico de caseina 6,0
Peptona de proteosa numero 3 5,0
Dextrose 1,0
Sacarose 50,0
Fosfato dipotassico 4,0
Azul tripano 0,075¢g
Violeta cristal 0,0008
Agar 159
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6. Agar MacConkey (Difco, Becton & Dickison, MD, Estados Unidos), Ref. 212123 —
500 g

6.1. Descricao

Meio de cultura para isolamento e diferenciacao de organismos entéricos.

6.2. Preparo

Misturar 50 g do p6 a 1000 mL de agua deionizada. Dissolver o p6 sob
agitagao e ferver por 1 minuto. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos e resfriada
a477C.

6.3. Armazenagem

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

6.4. Incubacao

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

163



6.5. Formula

Componentes Concentragao (g/L)
Peptona 17
Proteose peptona 3,0
Lactose 10,0
Sais biliares numero 3 1,5
Cloreto de sédio 5,0
Agar 13,5
Vermelho neutro 0,03
Cristal violeta 0,001

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

7.1. Descricao

Meio de cultura empregado para o isolamento e contagem de Enterococcus

em agua e outros materiais através de filtragcdo em membrana ou dispersao em placa.

7.2. Preparo

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

7.3. Armazenagem

Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C,

fora do alcance da luz.
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7.4. Incubacao

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

7.5. Férmula
Componentes Concentracao (g/L)
Triptose 20,0
Extrato de fungo 5,0
Dextrose 2,0
Fosfato dipotassico 4,0
Azido de sédio 0,4
Agar 10
Cloreto de trifenil tetrazolio 0,1

8. Agar Sabouraud Dextrose (Himedia, Mumbai, India, Ref. M063 — 500 g)

8.1. Descricao

Meio de cultura empregado para o cultivo de fungos e microrganismos

acidofilos.

8.2. Preparo

Misturar 65 g do pé a 1000 mL de agua estéril. Dissolver o pd sob agitacao e

ferver por 1 minuto. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos e resfriada a 47°C.
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8.3. Armazenagem

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

8.4. Incubacao

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

8.5. Formula
Componentes Concentracao (g/L)
Caseina digerida enzimaticamente 10,0
Dextrose 40,0
Agar 15
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APENDICE IV - Coloragdo de Gram

1. Principios

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

Emprega como corantes o cristal violeta, o iodo de Gram, o descorante
(alcool-acetona) e o contracorante (safranina ou fucsina). O cristal violeta (violeta de
genciana) serve como coloragdo primaria, unindo-se a parede celular bacteriana apo6s o
tratamento com uma solucao de iodo fraca, que serve como mordente para a ligacao do
corante. Algumas espécies bacterianas, devido a natureza quimica da parede celular, tém
a capacidade de reter o cristal violeta, mesmo depois do tratamento com um descorante
organico, como a mistura de partes iguais de alcool etilico a 95% e acetona. As bactérias
que retém o corante aparecem negro-azuladas quando observadas ao microscépio e sdo
denominadas Gram-positivas. Certas bactérias perdem a coloragao primaria com cristal
violeta quando séo tratadas com o descorante, talvez devido ao alto conteudo lipidico da
parede celular, sendo denominadas Gram-negativas. Assim, com a aplicacdo do

contracorante, apresentam-se avermelhadas quando visualizadas no microscopio.

2. Componentes

a) Cristal Violeta

Componente Quantidade
Cristal violeta 29
Alcool etilico a 95% 20 mL
Oxalato de NH, 0,8¢
Agua destilada 100 mL
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b) lodo de Gram

c) Descorante

d) Contracoloracao

3. Procedimentos

Componente Quantidade
lodeto de potassio 29
Cristais de iodo 19
Agua destilada 100 mL

Componente Quantidade
Acetona 50 mL
Alcool etilico a 95% 50 mL

Componente Quantidade
Safranina 25¢
Alcool etilico a 95% 100 mL
Agua destilada 100 mL

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

secar no ar.

b) Fixar o material na lamina, utilizando-se o calor da chama no Bico de Bunsen.
c) Colocar a lamina em um suporte para coloracgao.
d) Cobrir o esfregaco com a solugao de cristal violeta, por 1 minuto. Lavar em agua

corrente.

e) Cobrir 0 esfregago com a solucao de iodo de Gram, por um minuto. Lavar em agua

corrente.

f) Aplicar o descorante por 15 segundos sobre a lamina.

g) Imediatamente, cobrir a lAmina com contracorante, por 30 segundos a 1 minuto.
h) Deixar secar no ar, colocando a lamina em posic¢ao vertical.

i) Examinar em microscépio 6ptico, com 6leo de imersdo, com aumento de x100.



APENDICE V - Teste da Catalase

1. Procedimentos

Empregar colénias novas, com 24 a 72 horas de crescimento,
preferencialmente de meios que ndao contenham agar. Com uma alga, colher uma porgao
da col6nia e dispensar sobre uma lamina de vidro estéril. Adicionar uma gota de peroxido
de hidrogénio 15% (Dinamica, Ref. 7722-84-1, 1000 mL)

2. Interpretacao dos resultados

a) Reacdao positiva: formacéao de bolhas imediata

b) Reacao negativa: auséncia de formacao de bolhas. Formacéao de bolhas apés 20 a
30 segundos ocorrem, pois algumas bactérias apresentam outras enzimas
capazes de degradar peréxido de hidrogénio.
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APENDICE VI - Teste da Oxidase — Bactident Oxidase (Merck, Darmstadt, Alemanha,
Ref. 1.133000001, 50 strips)

1. Principios

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

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

e forma azul-de-indofenol.

2. Procedimentos

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

3. Resultados (ap6s 15 a 20 segundos)

a) Positivo — coloragao roxa ou preta.

b) Negativo — coloracdo amarela.
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APENDICE VII - Kits para Identificagdo Microbiana

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

1.1. Descricao
APl 20 STREP é um método padronizado que combina 20 testes bioquimicos
que permitem a identificagdo, em grupos ou espécies, da maioria dos Streptococcus

encontrados na microbiologia médica.

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

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

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

As reacbes sdo lidas de acordo com o quadro de leitura do manual do
fabricante, e a identificacdo obtida no catédlogo APl 20 STREP Analytical Profile Index, ou
via site do fabricante na internet.

1.2. Procedimentos para identificacao

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

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

negativos e anaerobios facultativos.

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

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

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

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

Os resultados sdo colocados em uma folha de resposta, os numeros
correspondentes as reagoes positivas sdo somados, e os cddigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sao interpretados no catalogo Api
Strep Analytical Profile Index, ou no site do fabricante.

2. API STAPH - BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France

2.1. Descricao
APl STAPH é um sistema de identificacdo dos géneros Staphylococcus e
Micrococcus utilizando testes bioquimicos padronizados. O sistema consiste de uma tira
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contendo substratos desidratados em microtubos individuais. Os testes sdo realizados
adicionando a cada tubo uma aliquota do meio Api Staph Medium que foi inoculado com a
amostra bacteriana a ser estudada. Cada Kit contém 25 tiras, recipientes para incubacéo,
ampolas de Api Staph Medium, folhas de resultados e um manual do Kit. A identificacao
das amostras pode ser interpretada no catalogo Api Staph Analytical Profile Index ou no
site do fabricante na internet.

2.2. Procedimentos para identificacao

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

aerébios ou anaerdbios facultativos.

Um swab estéril de algodéao é utilizado para inoculagdo da bactéria no meio
liquido Api Staph Medium para formar uma suspensdo bacteriana homogénea com a
turbidez equivalente ao padrao de McFarland 0,5.

Cinco mL de agua séo colocados no recipiente de incubagéo para manter a
umidade da atmosfera e a tira do APl STAPH é colocada dentro da caixa.

Uma pipeta estéril é entao utilizada para preencher os microtubos da tira do
APl STAPH com o inéculo bacteriano preparado no Api Staph Medium, evitando a
formacgao de bolhas. Apds preencher toda a tira, os tubos contento os testes da arginina
(ADH) e uréia (URE) séao preenchidos com 6leo mineral para promover anaerobiose. O
recipiente para incubacéo é tampado, e incubado a 37°C por 18-24 horas.

Apds o periodo de incubagao, sao adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 no
teste do piruvato de sodio (VP); NIT 1 e NIT 2 no teste do nitrato de potassio (NIT); e ZYM
A e ZYM B no teste do &cido b-nafttil fosfato (PAL). Todas as reagdes sdo lidas baseadas
em cores que sao classificadas como reagdes positivas e negativas. Os resultados sao
colocados em uma folha de resposta, os nimeros correspondentes as reac¢des positivas
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sdo somados, e os cédigos numéricos obtidos correspondem a uma determinada espécie

bacteriana e sdo interpretados no catalogo Api Staph Analytical Profile Index.

3. Rapid ID 32 A - BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France

3.1. Descricao

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

internet.

3.2. Procedimentos para identificacao

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

catalase e requerimento gasoso.

Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculagdo da bactéria no meio
liquido Suspension Medium ou em agua destilada estéril para formar uma suspensao
bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrdo de McFarland 4,0.

Uma pipeta estéril € entdo utilizada para preencher as cupulas com o inoculo
bacteriano preparado no Suspension Medium. Duas gotas de O6leo mineral sao
adicionadas a cupula URE (1.0). O recipiente para incubagédo é tampado, e incubado a
37°C em anaerobiose por 4 horas.

Apo6s o periodo de incubagao, sao adicionados os reagentes NIT 1 e NIT 2 no
teste do NIT (cupula 0.0) para verificar a reducao de nitratos; JAMES no teste IND (cupula
0.1) para verificar a producéao de indol; e FB nos testes de PAL a SerA (cupula 0.2 a 0.E).
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Todas as reacdes sao lidas baseadas em cores que sao classificadas como reacdes
positivas e negativas.

Os resultados sao colocados em uma folha de resposta, os numeros
correspondentes as reagdes positivas sdo somados, e 0s codigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sao interpretados no catalogo
Rapid ID 32 A Analytical Profile Index ou no site do fabricante.

4. Api20 C AUX

4.1. Descricao

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

encontrados na clinica microbioldgica.

O API 20 C AUX consiste em 20 microtubos contendo substratos desidratados
para demonstragdo da atividade enzimatica ou fermentagéo de agucares. Os microtubos
séo inoculados com um meio semi-sélido e os fungos crescerdo apenas se forem capazes
de utilizar cada substrato. As reagbes sao lidas em comparagdo com 0 crescimento
controle e identificagdo é obtida pelo catalogo Analytical Profile Index ou usando um
programa computadorizado de identificagdo.

4.2. Procedimentos para identificacao

Microrganismos s&o cultivados em placas de Agar Sabouraud 18-24 horas a
37°C, em condicdes aerdbicas ou anaerdbicas, de acordo com as melhores condicdes de
crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e
coloragdo do Gram, producédo de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos
permitem a identificacdo primdria das amostras como cocos Gram-positivos, catalase

negativos e anaerobios facultativos.

Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculagdo da bactéria em 2 mL

meio para suspensao Suspension Medium ou em agua destilada estéril, para formar uma
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suspensao bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrao de McFarland 2.
Sao colocados 100 pL no tubo C Medium. Uma pipeta estéril € entdo utilizada para
preencher os microtubos da tira do APl C AUX com o in6culo bacteriano preparado no
tubo C Medium. Evite a formac&o de bolhas. Incubar a 30°C por 48-72 horas.

Apds o periodo de incubacdo checar o crescimento, apdés 48 h o GLU deve
estar mais turvo que o controle (cupula “0” da galeria) para ser interpretada a leitura d e
toda galeria. Através do catalogo Analytical Profile Index os resultados numéricos obtidos
pelas reacdes podem ser identificados.

5. API NH system - Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., EUA.

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

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

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

anotacdes para resultados e um manual de instrucdes.
Apo6s 4 horas de incubacgéao as reacoes sao obtidas através da leitura visual.

Identificacbes sdo realizadas usando cada escore de teste individual, em
conjunto com as informagdes obtidas através da morfologia colonial, coloragédo de Gram,
producdo de catalase e requerimento gasoso. O resultado padrdo do escore positivo e
negativo é usado como base para identificagcdo do teste isolado pela comparacado dos
resultados obtidos com resultado padrao que € encontrado no manual de dados (AP/ NH
System Code Compendium).

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

embalagem original.

178



5.2. Procedimentos para identificacao

Os microrganismos sao subcultivados em placas contendo FAA + 5% de
sangue desfibrinado de carneiro por 18 a 24 horas a 37°'C. As culturas puras sdo
primariamente checadas pela morfologia da colénia, coloracdo de Gram, produgédo de

catalase e requerimento gasoso.

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

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

inclinado aproximadamente 45°C durante 4 horas.

Apo6s a incubagao do recipiente, cada cavidade é examinada quanto a reagao
enzimatica, observando presenga ou auséncia de coloragdo, sendo este o primeiro

resultado.

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

Os procedimentos de extragéo foram realizados utilizando-se o conjunto
QlAamp DNA mini Kit. (QIAGEN, Valéncia, Califérnia, EUA, Ref. 51306 — 250
reacoes).

1- Agitar a amostra armazenada em VMGA Il e aliquotar 300 pl em um
eppendorf de 1,5 mL.

2- Centrifugar a 8000 rpm /5 min.

3- Remover sobrenadante.

4- Adicionar 180 ul de ATL (1) e 20 pl de Proteinase K (2).

5- Agitar e incubar a 56°C por 30 min.

6- Adicionar 200 pl de AL (3).

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

8- Adicionar 200 pl de etanol 100% (armazenado na geladeira).

9- Agitar e transferir para os tubos com filtros/colunas (Kit QlAamp Mini Spim
Collum).

10- Centrifugar a 8000 rpm / 1 min.

11- Transferir o filtro para outro tubo vazio do kit.

12- Adicionar 500 pl de AW1 (4).

13- Centrifugar 8000 rpm / 1 min.

14- Transferir o filtro para outro tubo vazio do kit.

15- Adicionar 500 pl do AW2 (5).

16- Centrifugar a 13000 rpm / 3 min.

17- Transferir o filtro para um eppendorf normal de 1,5 mL com tampa.

18- Adicionar 100ul do eluente AE (6).

19- Aguardar 3 min.

20- Centrifugar a 8000 rpm / 1 min.

21- Guardar o DNA extraido a -20°C.
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APENDICE IX — Métodos para realizacdo das Técnicas Moleculares de PCR.

PREPARO DOS PRIMERS

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

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

2. Adicionar 1 mL de agua Milli-Q e verificar na bula do primer a molaridade do
primer em nmoles. No final, vocé terd uma solu¢do com primer na concentargao
em puM.

Esperar o primer hidratar por 2 minutos.
Homogeneizar no vortex por 15 segundos.

Preparar solugéo de trabalho na concentragéo desejada.

IMPORTANTE:
M mM uM n M p M fM
1M 10° M 10° M 10° M 102 M 10" M

A MOLARIDADE expressa a concentracao de uma solucao em Molar.
1 Molar = 1 mol de soluto em 1L de solucéo.
Por sua vez, 1 mol de soluto = massa molecular em gramas do soluto.

Massa molecular do soluto = soma das massas atémicas que compde o soluto.
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Por isso, quando misturarmos o primer (pd) que esta na concentracdo em nmol com 1 mL

de agua, vamos obter a concentragdo da mistura em uM.

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

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

Solucao Original

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

Preparo da SOLUCAO MAE a partir da Solucéo original

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

Entdo, sera preparada uma solugdo mae com Vgnar de 20ul e molaridade
final de 25 mM.

5uL de ANTP + 5uL de GNTP + 5uL de CNTP e 5ul de TNTP

Solucdo Mae com VenaL = 20 pl € MginaL = 25 mM.
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Preparo da SOLUCAO DE TRABALHO a partir da Solucio Mae

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

Mmée X Vmée = I\/Itrabalho X Vtrabalho
Mmée =25 mMs Vmée =7
Mirabaino = 2,5 MM, Virapaino = 100 plL

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

volume de 100 puL.
Mmée X Vmée = Mtrabalho X Vtrabalho
25 MM X Vipae = 2,5 mM x 100 pL

Vinze = 10 L

Pegar Vimae + Vagua miiiq suficiente para completar 100 pl.
10 pk Vinae + 90 pL agua milli-Q.
100 uL de SOLUCAO DE TRABALHO a 2,5 mM.
PREPARO DA MISTURA PARA A REACAO DE PCR

A solucéo para a reagao de PCR tem varios componentes:

e PRIMER 1

e PRIMER?2

e 10x PCR Buffer

e MgCl,

e Taq DNA Polymerase
e dNTPs
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Essa solugéo e o DNA extraido ira para o termociclador.

O volume total dessa solugdo é dado no artigo de referéncia. No artigo
também estdo as referéncias das concentracbes e/ou volumes de cada um dos
componentes. Entdo, muitas vezes os reagentes que o artigo sugere e 0s que possuimos
no laboratério tém concentracdes diferentes. Assim deve-se proceder o ajuste de nossos
compostos, principalmente através da variacdo de volume de cada reagente empregado,
para obtermos uma solucdo para a reacdo de PCR semelhante a sugerida pelo artigo.
Comparando:

Para 30 puL (volume de uma amostra) o autor usou:

e 6 pmol de PRIMER A
e 6 pmol de PRIMER B
e 100 uM de dNTPs
e 2 U TagDNA Polymerase
e 3 ulL 10x PCR Buffer
Para os PRIMERS A e B, o autor usou:
6pmol em 30uL, ou seja:
6pmol / 30uL = 0,2 pmol/uL
Na equacao, 1 pmol/1uL = 1uM.
Entao temos que a molaridade dos primers usada é 0,2 uM.

A concentracao dos nossos primers é 5 uM.

Quanto se pegara do nosso primer, em ulL, para mantermos a concentragdo

sugerida pelo artigo?

Meamer X Veamer = Martico X VarTico

186



5 MM X VPRIMER = 0,2 MM x 30 },ll_

Veamer = 1,2 pub

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

Para as dNTPs

O autor usou 100 uM dNTPs em 30 pL.

Solugéo de Trabalho de dNTPs a 2,5 mM.

Mante X Vante = Martico X VarTico

2,5 mM x VdNTP = 0,1 mM x 30 HL

Veamer = 1,2 pb

Deve-se pegar um volume de 1,2 uL de nossa solugdo de trabalho e
acrescentar aos 30 uL da solucdo para PCR para obtermos a mesma concentracao do

artigo.

Para a TagDNA Polymerase

Se tiver 2U no artigo, colocar 2ul de Tag.

Se tiver 5U no artigo, colocar 5ul de Tag.
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O CLORETO DE MAGNESIO é opcional, mas ele favorece a reagao. Das concentracdes
testadas, a que funcionou melhor foi 2 puL. Nunca usar mais cloreto de magnésio que
solucao de 10x PCR Buffer.

O VOLUME DE AGUA MILLI-Q a ser adicionado é o que falta para completar os 30 pL
sugeridos pelo artigo. Entdo, somam-se os volumes de todas as outras solugdes e coloca

a quantidade que falta para 30 puL.

PREPARO DA MISTURA PARA A SOLUCAO DE PCR

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

10x PCR Buffer 3uL 69 uL

MgCl, 2 uL 2mM 46 pL

Taq 1 uL 23 uL
dNTPs 1,2 uL 27,6 uL
H>0 19,4 uL 446,2 pL

DNA amostra 1 uL > 1L

O MASTER MIX é uma solucao geral que se faz para ser utilizada em todas
as amostras.

Em um Eppendorfde 200 uL, adicionar 29 uL de Master Mix + 1 uL da solugéao
que contém o DNA bacteriano extraido.

Colocar as amostras no termociclador.
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PREPARO DA AGAROSE

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

gel da cuba de eletroforese que iremos usar.
Misturar os seguintes componentes, para obter TBE 1x:
100 mL de TBE 10x + 900 mL de agua destilada
Armazenar em um frasco para meio de cultura.

Esta solugcdo sera empregada para preparo da agarose e para preencher a

cuba de eletroforese.

PREPARO DO GEL DE AGAROSE CONCENTRACAO 1%

Gel de agarose (Ultra Pure TM Agarose — Invitrogen #16500-100) 100 g
Fechar bem a bandeja com os vedantes.
Bandeja Pequena (30 mL)

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

Bandeja Grande (100 mL)

e 100 mL de TBE 1%

e 19 de agarose.

1. Colocar no microondas por 1 minuto. Verificar sua transparéncia. Caso necessario
colocar mais alguns segundos.

2. Aguardar um tempo para esfriar.

3. Colocar o brometo de etideo (CUIDADO MUITO TOXICO)

4. Verter na bandeja.
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5. Colocar o pente e esperar esfriar.
Preparar uma SOLUCAO DE TRABALHO de Brometo de Etideo a uma
concentracao de 0,5 pg/mL.

Para um gel de 100 mL, colocamos 50 pL.

CUBA DE ELETROFORESE

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

0o~

Verificar se ele esta coberto pela solucao de TBE 1x.

PREENCHIMENTO DOS CASULOS COM A REACAO DE PCR
1. SELECAO DO MARCADOR
Marcador: 100 bp DNA Ladder (Invitrogen cat n® 15628-019) 50 ug.

Misturar 3 puL do Ladder com 2 pyL do Loading Dye Solution em parafiime.

Colocar esta mistura no primeiro casulo para que possam servir como controle.
2. COLOCACAO DAS AMOSTRAS NA AGAROSE

Misturar em parafiime 1 pL de Loading Dye Solution e 5uL da reacao de PCR.
3. FONTE DE ELETROFORESE

Programar em: 80 V e 120 mA, por 40 minutos a 1 hora.

190



