n
aY

UNICAMP

FERNANDA GRAZIELA CORREA SIGNORETTI

“AVALIACAO MICROBIOLOGICA DE LESOES
PERIAPICAIS CRONICAS ASSOCIADAS AO INSUCESSO
DO RETRATAMENTO ENDODONTICO”

PIRACICABA
2013



11



Az,
¥

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

FERNANDA GRAZIELA CORREA SIGNORETTI

“AVALIACAO MICROBIOLOGICA DE LESOES PERIAPICAIS
CRONICAS ASSOCIADAS AO INSUCESSO DO RETRATAMENTO
ENDODONTICO”

Orientador: Prof. Dr. Rogério de Castilho Jacinto

Co-orientadora: Profa. Dra. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes

TESE DE DOUTORADO APRESENTADA A
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE
PIRACICABA, UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
CAMPINAS, PARA OBTENCAO DO TITULO DE
DOUTORA EM CLINICA ODONTOLOGICA, NA
AREA DE ENDODONTIA.

Este exemplar corresponde a versao final da
dissertacdo defendida pela aluna, e orientada pelo
Prof. Dr. Rogério de Castilho Jacinto.

Assinatura do orientador
PIRACICABA
2013

111



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR

JOSIDELMA F COSTA DE SOUZA - CRB8/5894 - BIBLIOTECA DA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA DA UNICAMP

Si26a

Signoretti, Fernanda Graziela Corréa, 1979-

Avaliacao microbiolégica de lesdes periapicais cronicas
associadas ao insucesso do retratamento endodontico
/ Fernanda Graziela Correa Signoretti. -- Piracicaba, SP : [s.n.],
2013.

Orientador: Rogério de Castilho Jacinto.

Coorientador: Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes.

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,
Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

1. Apicectomia. 2. Endodontia. 3. Microbiologia. 4. Cistos. 5.
Granuloma. |. Jacinto, Rogério de Castilho. Il. Gomes, Brenda
Paula Figueiredo de Almeida, 1961- Ill. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Odontologia de Piracicaba. IV. Titulo.

Informacodes para a Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: Microbiological evaluation of chronic periapical lesions
associated with unsuccessful endodontic retreatment

Palavras-chave em Inglés:

Apicoectomy

Endodontics

Microbiology

Cysts

Granuloma

Area de concentracdo: Endodontia

Titulacao: Doutora em Clinica Odontoldgica

Banca examinadora:

Rogério de Castilho Jacinto [Orientador]

Helena Rosa Campos Rabang

Vanessa Bellocchio Berber Haddad

Caio Cezar Randi Ferraz

Adriana de Jesus Soares

Data da defesa: 22-01-2013

Programa de Pés-Graduacao: Clinica Odontoldgica

v




\\‘" UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
4;.{," Faculdade de Odontologia de Piracicaba

LINIZEAMBY

A Comisséo Julgadora dos trabalhos de Defesa de Tese de Doutorado, em sesséo publica
realizada em 22 de Janeiro de 2013, considerou a candidata FERNANDA GRAZIELA CORREA
SIGNORETT! aprovada.

Prof. Dr. ROGERI(% DE CASTILHO JACINTO

(>
"'qL-—G—L-—-vL‘-—"
Profa. Dra. HELENA ROSA CAMPOS RABANG—

—~ .
3 3 2 /i | } i
T2z Atz LS N P P TS W (e 4 r'e.{.‘.@"‘\./ .

Profa. Dra. VANESSA BELLOCCHIO BERBER HADDAD

Profa B’ra ADRIANA DE JESUS SOARES




vi



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, Roque e Zélia, por
sempre terem sido minha inspiragdo e nunca medirem

esforcos para tornarem meus sonhos realidade.

Aos meus irmaos, André Gustavo e Joao José, pelo
companheirismo, cuidado e amizade incondicional.

vil



viil



AGRADECIMENTOS

A Deus, antes de tudo, que sempre me ilumina, me protege e me da forgas para

encarar cada dia como um novo comego.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Rogério de Castilho Jacinto, pelos ensinamentos
imprescindiveis para minha formagdo académica, pelos conselhos nas horas
dificeis, pelos momentos maravilhosos proporcionados pela nossa convivéncia,
pelo apoio continuo e incondicional mesmo quando esteve distante, por ser um
exemplo de carater e profissionalismo, e pela amizade que nos uniu ha muito

tempo e s6 se fortalece a cada dia.

A minha co-orientadora, Profa. Dra. Brenda Paula Figueiredo de Almeida
Gomes, por ndo ter medido esforcos para que fosse possivel a realizacdo deste
trabalho dando retaguarda em todos os momentos que precisei, por continuar
sendo um exemplo de dedicacdo e competéncia profissional e acima de tudo por

ter me presenteado com nossa amizade, que espero manter ao longo dos anos.

| would like to express my deep and sincere gratitude to Dr. Christine M. Sedgley
(MDS, MDSc, FRACDS, MRACDS (Endo), PhD; Associate Professor and Chair of
Endodontology; Oregon Health & Science University; Portland, OR, USA) for
having me as Visitor Scientist during my Post-graduate course in her Laboratory.
Foremost, for sharing such outstanding moments with her lovely family: Victor and
Porsche. Her understanding, encouraging and personal guidance were essential
during my time in Portland.

| warmly thank Dr. Curtis A. Machida (PhD; Professor, Integrative Biosciences
and Pediatric Dentistry; Oregon Health & Science University) for not only giving me
the opportunity to work in his laboratories but also being a great and reachable

mentor.

X



AGRADECIMENTOS

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 do
Programa de Po6s-Graduacdo da FOP/UNICAMP e ao Prof. Dr. Marcio de
Moraes, coordenador do curso de Pés-Graduagao em Clinica Odontolégica.

Ao Prof. Dr. Alexandre Augusto Zaia, responsavel pela area de Endodontia da

Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual de Campinas.

Aos professores da area 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.

A Coordenacido de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concessdo de bolsas no Programa de Doutorado no pais (PROEX) e no
Programa de Doutorado com Estagio no Exterior (PDEE), Processo BEX: 3679/10-
1.

Aos professores da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Altair Antoninha
Del Bel Cury, Alan Roger, Célia Marisa Rizzatti Barbosa, Cinthia Machado
Tabchoury, Débora Alves Nunes Leite Lima, Eduardo Dias de Andrade,
Flavio Henrique Baggio Aguiar, Francisco Carlos Groppo, Glaucia Maria
Ambrosano, José Ricardo de Albergaria Barbosa, José Roberto Lovadino,
Livia Tenuta, Luciana Asprino, Luis Alexandre Paulillo, Luis Roberto
Marcondes, Marcio Casati, Marcio de Moraes, Maria Cristina Volpato, Pedro



Luiz Rosalen, Renata Cunha Matheus, Wander José da Silva, pela admiracao

e convivio agradavel durante minha vida académica em Piracicaba.

A todos os colegas da Faculdade de Odontologia de Piracicaba que participaram
da minha vida académica: Adriana de Jesus Soares, Adriano Lima, Ana
Carolina Machado Rocha Lima Caiado, Camila Lima, Carlos Vieira Junior,
Cicero Gade Romao-Neto, Danna Mota Moreira, Doglas Cecchin, Ericka
Tavares Pinheiro, Estela Winocur, Ezilmara Leonor Rolim de Sousa, Ezymar
Cayana, Flaviana Bombarda de Andrade, Francisco Montagner, Frederico
Canato Martinho, Helena Rosa Campos Rabang, Joelson Brum, Juliana
Santos, Juliana Melo, Juliana Nunes Botelho, Karine Schell Nicastro, Luciana
Almeida, Maraisa Greggio Delboni, Marcos Endo, Marcos Frozoni, Maria
Eunice Davidian, Maria Malerba C. Humel, Mirella Lindoso Gomes Campos,
Morgana Vianna, Naelka Sarmento, Neylla Teixeira Senna, Noboru Imura,
Patrick Baltieri, Paulo Hemerson de Moraes, Priscila Camondy Bertaglia,
Ricardo Ferreira, Rogério de Castilho Jacinto, Shaiana Tashi Kawagoe, Thais
Accorsi Mendonca, Thais Bellato, Vanessa Berber, e Wanderson Miguel Maia
Chiesa, pelo aprendizado e convivio agradavel compartilhado nesses anos.

A todos os alunos que passaram pelo Curso de Especializacdo em Endodontia, da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, desde o ano de 2007, pelos momentos
de aprendizado e comemoragoes.

Aos colegas de mestrado Ana Carolina Pimentel, Aniele Lacerda, Ariane
Cassia Salustiano Marinho, Cimara Barroso Braga Brum, Claudia Suzuki,
Erika Clavijo, Thais Duque, Thiago Farias e Tiago Rosa.

Aos colegas de doutorado Ana Carolina Mascarenhas, Carlos Pantoja, Carolina
Carvalho de Oliveira, Daniel Rodrigo Herrera, Daniela Miyagaki, Emmanuel

da Silva, Gabriel Rocha Campos, Giselle Priscilla Cruz Abi Rached, Jefferson

X1



Marion, Juliana Nagata, Leticia Noébrega, Marcos Sérgio Endo, Maira Prado,
Maria Rachel Figueiredo Penalva Monteiro e Nilton Vivacqua Gomes.

Aos funcionarios Ana Godoy, Daiane Scutton, Denize Lumena de Pinho,
Geovania Caldas Almeida, Eliane Melo Franco de Souza, Eliene Narvaes,
Helidia Maria, Maria Elisa dos Santos e os ex-funcionarios Adailton dos Santos
Lima e Wanderly Almeida Pavinatto.

A Erica A. Pinho Sinhoreti, Priscilla Zuzi Boldrin, Raquel Q. Marcondes
Cesar, Roberta Clares Morales dos Santos, Débora Barbeiro e Ana Paula
Carone, profissionais da Secretaria da Poés-graduagédo da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual de Campinas.

Aos Professores Dr. Caio Cezar Randi Ferraz, Dra. Vanessa Bellocchio Berber
Haddad, Dra. Helena Rosa Campos Rabang, Dra. Adriana de Jesus Soares,
Dr. Francisco Montagner, Dr. Frederico Canato Martinho e Dra. Thais Accorsi
Mendonca que aceitaram prontamente o convite para compor a Banca
Examinadora deste trabalho. A cada um de vocés devo parte da minha formacao
académica, clinica e pessoal. Obrigada pela dedicacao através dos anos.

Aos pacientes que colaboraram e possibilitaram a realizagdo da pesquisa.

A todos os funcionarios da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da

Universidade Estadual de Campinas.

Xii



AGRADECIMENTOS

Ao meu primo Prof. Dr. Mario Alexandre Coelho Sinhoreti, por me deixar
extremamente orgulhosa de sua competéncia profissional e pessoal, sendo
extensivamente reconhecido e extremamente admirado por colegas, alunos e

funcionarios dentro e fora desta instituicao.

A todos os meus familiares por terem dado sempre suporte e torcido tanto pelo

meu sucesso ao longo dos anos.

Aos queridos membros da Liga, John V. Veasey, Débora C. Almeida Barra e
Cassio A. S. Siqueira Junior, por me ensinarem o verdadeiro significado de

irmandade e por provarem que “para sempre” existe.

As estimadas amigas de graduacao Cecilia, Fernanda, Luciana e Melina, pela

amizade mais pura e verdadeira que se mantém intacta através dos anos.

A Vivian Sayuri Kitayama pela amizade mais linda, pelas palavras de incentivo,
admiracao e carinho... e por ter sido um ser humano superior ao dividir o Marcos

conosco por tanto tempo.

A Fernanda Pelégia Gwiner, pela calorosa acolhida, pelos cafés sensacionais,
por ter me ensinado tanto sobre tanta coisa em tdo pouco tempo, por ter me
mostrado “Portlandia” e, acima de tudo, por ter sido meu porto seguro € minha

familia quando a solidao realmente pesou.

Aos grandes amigos que um dia fiz gragas ao Laboratério da area de Endodontia,
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba: Ariane Cassia Salustiano Marinho,
Francisco Montagner, Frederico Canato Martinho, Giselle Priscilla Cruz Abi
Rached, Marcos Sérgio Endo, Maria Rachel Figueiredo Penalva Monteiro,

Xiil



Morgana Eli Vianna, Shaiana Kawagoe e Thais Accorsi Mendonca... Depois de
longos anos da mais prazerosa convivéncia, almog¢os em lugares glamorosos ou
no requinte do “bandejao”; madrugadas produtivas no laboratério; confidéncias e
desabafos; piadas para aliviar a tens&o e abracos apertados em dias dificeis; mas
acima de tudo, muita, mas muita risada e aquele bem-estar que s6 sentimos
guando estamos entre pessoas que nos querem bem... Deixo a vocés meu mais

sincero: Muito obrigada!

A Mari Franciosi, pelo simples fato de ter tornado cada um dos meus dias mais

faceis.

Aos meus queridos amigos caninos: Tite, Lenny, Teka, Joe, Externo e Chanel
(agregada)... Um olhar amoroso, um pedido de carinho, um rabinho abanando
enlouquecidamente... Quantas vezes isso era tudo que eu precisava no final do

dia!

A todos que participaram de forma direta e indireta, contribuindo para a realizacéo

deste trabalho.

Xiv



RESUMO

O conhecimento do perfil microbiano envolvido na periodontite apical persistente
pode auxiliar no estabelecimento de protocolos mais eficazes na conduta
endoddntica. Através de um relato de caso clinico e da avaliacao de 20 casos de
periodontite apical persistente apds retratamento endoddntico, foram objetivos
deste trabalho: identificar bactérias viaveis em lesdes periapicais persistentes e
correlacionar os achados microbioldégicos com o diagndstico histopatolégico da
lesdo. Métodos: No relato de caso o dente foi submetido ao retratamento
endoddntico através da técnica de crown-down com o uso de substancia quimica
auxiliar (clorexidina 2% gel), paténcia e alargamento foraminal e obturacao dos
canais em sessao unica. Apos persisténcia da fistula foi indicada apicectomia, que
foi realizada sob magnificacao e retro-obturacdo com MTA. O fragmento apical da
raiz distal foi observado por microscopia eletrdnica de varredura e foi realizada
cultura microbiana da lesdo curetada (capitulo 1). Foram selecionados 20
pacientes com necessidade de cirurgia parendodéntica, submetidos a coleta
durante a curetagem do tecido periapical. As amostras foram processadas
microbiologicamente por técnicas de cultura microbiana e enviadas para
diagnoéstico histolégico (capitulo 2). Resultados: No capitulo 1 as seguintes
espécies foram encontradas: Actinomyces naeslundii e Actinomyces meyeri,
Propionibacterium propionicum, Clostridium botullinum, Parvimonas micra e
Bacteroides ureolyticus; a analise em microscopia eletrénica de varredura revelou
biofilme bacteriano circundante ao forame apical e superficie radicular externa. O
trespasse de guta-percha no zip apical causado durante o primeiro tratamento
também foi observado. A proservagdo radiografica apdés seis meses mostrou
reparo periapical aparente, o qual foi confirmado apdés 24 meses. No capitulo 2
foram encontrados mais cistos (13/20) do que granulomas (7/20). A cultura
microbiolégica e testes bioquimicos especificos puderam identificar 83 bactérias
cultivaveis divididas em 33 espécies bacterianas distintas. As lesbes

demonstraram uma infeccdo de carater misto, composta em sua maior parte por
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microrganismos anaeroébios estritos (80,4% em cistos e 65% em granulomas) e
Gram-positivos (70,6% em cistos e 84,4% em granulomas). Embora se tenha
isolado até sete espécies bacterianas em uma unica lesdo (granuloma), na maioria
dos casos, quatro (25%) ou cinco (35%) espécies foram encontradas
simultaneamente. Os dados foram analisados estatisticamente através do teste
exato de Fisher e chi-quadrado de Pearson (P<.05). Conclusdes: Bactérias Gram-
positivas anaerobias estritas e o biofilme extrarradicular parecem participar da
etiologia do insucesso do tratamento endodéntico. O retratamento endoddntico
seguido de microcirurgia periapical constitui uma alternativa de sucesso na
resolugcdo de infeccdes extrarradiculares persistentes (capitulo 1). Embora os
cistos tenham sido mais frequentes que granulomas nos casos de insucesso do
retratamento endodéntico, bactérias foram isoladas em ambos os tipos de lesao,
com uma predominancia de espécies gram-positivas, sugerindo que as mesmas
sdo capazes de sobreviver fora do canal radicular e podem estar relacionadas
com a persisténcia do processo patoldgico, mesmo apdés um retratamento

endodontico acurado (capitulo 2).

Palavras-chave: Apicectomia, endodontia, microbiologia, cistos, granuloma.
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ABSTRACT

The knowledge of the microbial profile of persistent apical periodontitis allows the
development of more efficient endodontic therapy. Through the evaluation of a
case report and 20 cases of persistent apical periodontitis after endodontic
retreatment, the objectives of this study were: to identify viable bacteria in
persistent periapical lesions and correlate microbiological findings with
histopathological diagnosis. Methods: In the case report, the tooth had undergone
endodontic retreatment by the crown-down technique with the use of auxiliary
chemical substance (2% chlorhexidine gel), foraminal patency and enlargement
and filling of root canals in a single session. After persistence of sinus tract
apicoectomy was indicated, which was performed under magnification and retro-
filled with MTA. Apical fragment of the distal root was observed by scanning
electron microscopy and excised tissue processed for microbial identification
(Chapter 1). Twenty patients requiring endodontic surgery were selected. The
samples were processed by microbiological techniques from microbial culture and
sent for histological diagnosis (Chapter 2). Results: In chapter 1 the following
species were found: Actinomyces naeslundii and Actinomyces meyeri,
Propionibacterium propionicum, botullinum Clostridium, Parvimonas micra and
Bacteroides ureolyticus; SEM analysis of the root end showed bacterial biofilm
surrounding the apical foramen and external root surface. Gutta-percha in the
apical zip caused during the first treatment was also observed. Six months follow-
up showed apparent periapical repair, which was confirmed after 24 months. In
chapter 2 more cysts (13/20) than granulomas (7/20) were found. Culture tests
were able to identify 83 specific cultivable bacteria divided into 33 different
bacterial species. The microbial characterization showed a mixed infection,
composed mostly by strict anaerobes (80.4% in cysts and granulomas in 65%) and
gram-positive (70.6% in cysts and granulomas in 84.4%). Although up to seven
bacterial species in a single lesion (granuloma) has been isolated, in most cases,
four (25%) or five (35%) species have been found. Data were statistically analyzed
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using Fisher’s exact test and Pearson chi-square test (P<.05). Conclusions: Gram-
positive bacteria and extra-radicular biofilms seem to participate in the etiology of
endodontic retreatment failure. The endodontic retreatment followed by micro-
periapical surgery proved to be a successful alternative in the resolution of extra-
root persistent infections (Chapter 1). Although cysts were more frequent than
granulomas in cases of failure of the endodontic retreatment, bacteria were
isolated from both types of lesions, with a predominance of gram-positive species,
suggesting that these species can survive outside the root canal and might be
related with the persistence of the pathological process even after accurate

endodontic retreatment (Chapter 2).

Key words: Apicoectomy, endodontics, microbiology, cysts, granuloma.
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1. INTRODUCAO

Infeccbes endoddnticas sdao doencas inflamatérias sintomaticas ou
assintomaticas causadas por microrganismos presentes no sistema de canais
radiculares (Siqueira, 2002). O preparo quimico-mecanico do canal radicular reduz
significativamente os microrganismos predominantes na microbiota endodéntica
(Bystrém & Sundqvist, 1981; Peters et al., 2002), porém mesmo apos a limpeza,
modelagem e obturagcdo do sistema de canais radiculares, seguida de uma
restauracao satisfatéria do elemento dental, um pequeno percentual dos casos
mostra evidéncias de lesdes apicais persistentes (Salehrabi & Rotstein, 2004).

A porcentagem de sucesso do retratamento endodéntico é questionavel
no sentido de estar diretamente ligada a causa da falha no tratamento anterior.
Aqueles casos onde o preparo do sistema de canais simplesmente foi executado
de forma inadequada, porém sem a ocorréncia de iatrogenias que resultassem em
regides inacessiveis durante a nova intervencgao, tenderia ao sucesso. Por outro
lado, um tratamento realizado satisfatoriamente e que apresente insucesso, pode
estar relacionado a presenca de microrganismos que de alguma forma
sobreviveram aos procedimentos de limpeza e modelagem e também as defesas

do organismo, resultando na ocorréncia de uma leséo periapical persistente.

Analisada de forma geral, a porcentagem de sucesso do tratamento
endoddntico executado por um especialista situa-se acima de 90%, entretanto os
nameros diferem quando sao comparados tratamentos endodénticos iniciais (94%)
e aqueles submetidos ao retratamento endodéntico n&o-cirargico, onde este
percentual é reduzido para 85.9% (Imura et al., 2007). O cenario no retratamento
nao-cirargico pode envolver remogdo de retentores intrarradiculares,
complexidades anatbémicas inacessiveis, desvios, fraturas de instrumento,

perfuracbes e qualquer outra situacdo que favoreca a permanéncia de



microrganismos presentes na infecgdo primaria, resultando na reducéo do indice

de sucesso.

Além disso, a presencga de periodontite apical persistente no momento
do tratamento endoddntico parece afetar negativamente a previsibilidade do
tratamento, sugerindo que a persisténcia de bactérias ndo s6 no tecido
intrarradicular, mas nos tecidos periapicais pode resultar em infec¢des refratarias
ou recorrentes (Sjogren et al., 1990; Abou-Rass & Bogen, 1998; Siqueira et al.,
2008). A forma com que os microrganismos colonizam o canal radicular
permanecendo viaveis por longos periodos em ambiente desfavoravel e
multiplicando-se, é importante no que se refere a formacao do biofilme apical, o
qual pode estar relacionado com a perpetuacdo de infeccbes endodénticas
(Siqueira, 2001).

A periodontite apical decorre da extensdao da infeccao presente no
interior dos canais radiculares, representando uma resposta inflamatéria dindmica
a presencga de microrganismos nesta regidao (Nair, 2000). Estes microrganismos
invadem os tecidos periapicais durante as fases de exacerbagdo do processo
infeccioso e suas toxinas favorecem a formacao de lacunas de reabsorcao na
superficie radicular externa, estabelecem-se assim nichos favoraveis a
colonizagdo microbiana (Lomcali et al, 1996). Os microrganismos podem se
organizar em comunidades complexas protegidas por uma camada de
polissacarideos, consolidando a formacdo de um biofilme apical (Ricucci &
Siqueira, 2010).

Pesquisas anteriores, utilizando microscopia de luz e cultura,
demonstravam que lesdes periapicais conteriam uma carga microbiana néo
significativa, ou mesmo ausente (Block et al., 1976; Walton et al, 1992). No
entanto ambas as técnicas apresentam limitacGes na deteccdo de bactérias, seja
pelo uso de meios seletivos ou resisténcia do microrganismo ao corante.



A invasao do tecido periapical por células bacterianas viaveis é
fundamental para o desenvolvimento da lesdo periapical. Microrganismos
localizados na porcao apical do canal estdo em posicao estratégica para causar
danos ao hospedeiro. Porém Kronfeld (1939) observou que independente da
carga microbiana na luz do canal de um dente com lesdo periapical, essas
bactérias raramente eram encontradas no tecido granulomatoso periapical;
sugerindo que um granuloma ndo € uma area na qual as bactérias vivem, mas
onde sao destruidas. Produtos ou componentes bacterianos podem ativar direta
ou indiretamente o sistema imunol6gico do hospedeiro, levando a inflamacao dos
tecidos periapicais (Mattison et al., 1987). O proprio evento inflamatério resulta
num ambiente hostil, com uma exacerbac¢ao da resposta imune local, na tentativa

de conter a invasdo dos microrganismos.

Diante dessa situacado, é sensato pensar que a microbiota capaz de
invadir e se estabelecer nesse ambiente deve ser capaz de desenvolver
mecanismos de adaptacdo como aderir aos tecidos, suportar um meio com
alteracdes no potencial de 6xido-reducdo e na demanda nutricional (Sutherland,
2001; Moreillon et al., 2003).

Bactérias gram-positivas ja foram frequentemente encontradas em
amostras de canais radiculares em casos de insucesso endodéntico (Molander et
al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Hancock et al., 2001; Pinheiro et al., 2003). Suas
caracteristicas estruturais como parede celular robusta e capacidade de expressar
propriedades adaptativas quando expostas a ambientes nocivos as torna
potencialmente interessantes como elementos causais na doenca endoddéntica
poés-tratamento (Chavez de Paz, 2004).

Analisando o perfil microbiano de lesdes apicais persistentes, Fujii et al.
(2009) coletaram 20 amostras e analisaram através de meétodos de cultura e
sequenciamento. Foram isoladas 74 cepas pertencentes a 31 diferentes espécies,



com predominancia de anaerdbios facultativos (51.6%), concluindo que a
microbiota nestes casos € composta por diversos tipos de microrganismos com
capacidade de formacédo de biofilme, incluindo P. acnes, S. epidermidis e F.

nucleatum.

Biofilmes bacterianos tém sido detectados através de microscopia
eletrdnica de varredura nas porcdes apicais de dentes com lesbes periapicais
persistentes (Nair et al., 1999). Organizadas dessa forma as bactérias sao
protegidas das defesas do hospedeiro e de antibibticos, e podem ser a fonte de
infecgdes de dificil erradicagdo. Tais dados sugerem que biofilmes estabelecidos
na porgcao apical, extrarradicular, ndo sao removidos durante a terapia
endoddntica nado-cirirgica e tem sido relatados como uma possivel causa da
periodontite apical pos-tratamento (Tronstad et al., 1990; Ferreira et al., 2004).

Os microrganismos presentes no biofilme estdo relacionados com a
manutengao do processo infeccioso, enquanto que as células planctdnicas podem
exercer um papel importante em momentos de exacerbacdo da infeccdo (van
Devanter & van Dalfsen, 2005).

Estudos in situ com microscopia ética e/ou eletrénica tém demonstrado
bactérias colonizando o sistema de canais radiculares em infeccées primarias ou
persistente/secundarias organizadas em biofilmes, recobrindo as paredes
dentinarias (Nair, 1987; Siqueira et al,. 2002; Ricucci et al., 2009; Carr et al.,
2009). Complexidades anatdmicas como ramificacdes apicais, canais laterais, e
istmos interligando canais principais costumam abrigar células bacterianas, que
frequentemente estao organizadas em estruturas semelhantes a biofilmes (Nair et
al., 2005; Ricucci et al,. 2008; Ricucci et al., 2010).

A presenca de bactérias em lesdes periapicais persistentes sugere que
tal infeccao tenha sua fonte de microrganismos no tecido periapical ou no biofilme



aderido a superficie radicular externa. Subramanian & Mickel (2009)
demonstraram que lesbes periapicais crbnicas estdo associadas a infecgdes
polimicrobianas, onde podem estar presentes espécies bacterianas ainda nao-
cultivaveis ou mesmo desconhecidas, que talvez contribuam para o
desenvolvimento e persisténcia de tais lesbes. Bactérias foram encontradas em
maior quantidade e com maior consisténcia nos apices radiculares do que nas
lesbes. Enterococcus faecalis e Burkholderia cepacia predominaram e ambos 0s
casos. Campylobacter gracilis e Streptococcus gordonii foram associadas aos
apices radiculares, enquanto que Atopobium rimae, Peptostreptococcus micros,
Streptococcus genomospecies C8, Dialister sp E2_20 E1 e Eubacterium cepa

A35MT foram associadas a lesdes periapicais.

A correlagéo existente entre biofilme e lesdes epitelizadas sugere que a
periodontite apical persistente seja realmente uma patologia induzida por biofilme.
Ricucci & Siqueira (2010) observaram biofilme em 77% dos canais radiculares
(80% em canais nao tratados; 74% em canais tratados), inclusive em istmos e
ramificagdes. Sua ocorréncia mostrou forte correlagdo com lesdes epitelizadas
(95% em cistos, 83% em abscessos e 69,5% em granulomas), porém nenhuma
correlagdo significativa com sintomas clinicos ou presenga de fistula. Era
esperado que os biofilmes fossem encontrados com maior frequéncia associado a
processos patologicos instalados ha um periodo longo de tempo, como é o caso
de lesdes de grande didmetro e cistos.

O conhecimento do perfil microbiano envolvido na periodontite apical
persistente pode auxiliar no estabelecimento de protocolos mais eficazes na
conduta endodobntica. As infeccbes estabelecidas no exterior do canal radicular
podem nado ser solucionadas pela terapia endoddntica ou mesmo pelo
retratamento endodéntico. Nestes casos, a abordagem cirlrgica deve ser
considerada.



Esta pesquisa foi dividida em dois capitulos, tendo como principais
objetivos: descrever um caso clinico de periodontite apical persistente que teve
sua resolucdo apéds retratamento endodéntico ndo-cirdrgico e cirurgia periapical
(capitulo 1); identificar bactérias viaveis em lesdes periapicais persistentes e
correlacionar os achados microbioldégicos com o diagnéstico histopatolégico da

lesao (capitulo 2).



2. CAPITULOS

2.1. Capitulo 1 - Persistent extraradicular infection in root-filled
asymptomatic human tooth: SEM analysis and microbial investigation

after apical microsurgery

ABSTRACT

Introduction: Procedural accidents have a negative effect on healing and might
contribute to the persistence of infections in inaccessible apical areas, requiring
surgical intervention. This report describes a case of persistent apical periodontitis
of a lower left first molar associated with sinus tract and a periapical lesion that
required nonsurgical endodontic retreatment and apical surgery for resolution.
Methods: The tooth had received endodontic treatment 3 years ago and had to be
retreated using the crown-down technique with chemical auxiliary substance (2%
chlorhexidine gel), foramen patency and enlargement and was filled in a single
appointment. The occlusal access cavity was immediately restored with composite
resin. After one month, it could be observed that the sinus tract persisted and,
radiographically, the lesion remained unaltered. Therefore, endodontic
microsurgery was indicated. Apical microsurgery was performed under
magnification with the use of a dental operating microscope: apicectomy, root-end
with ultrasound and sealing with MTA. A microbiological sample was collected from
the apical lesion. The resected distal root apex was observed by scanning electron
microscopy (SEM). Results: The following species were detected: Actinomyces
naeslundii and A. meyeri, Propionibacterium propionicum, Clostridium botullinum,
Parvimonas micra and Bacteroides ureolyticus; SEM analysis revealed bacterial
biofilm surrounding the apical foramen and external radicular surface. Gutta-percha
overfilling at the apex due to a zip caused during initial endodontic treatment could



be observed. A six-month follow-up showed apparent radiographic periapical
healing, which progressed after 24 months. Conclusion: Gram-positive anaerobic
bacteria and extraradicular biofilm seem to participate in the maintenance of
persistent periapical pathology, and endodontic retreatment followed by periapical
microsurgery proved to be a successful alternative in the resolution of persistent

extraradicular infections.

Key-words: root canal infection; apical periodontitis; nonsurgical retreatment;
endodontic failure; apical surgery; endodontic outcome.

INTRODUCTION

Failure of nonsurgical root canal treatment is commonly related to the
presence of residual bacteria (persistent infection) or to the reinfection of a
previously disinfected root canal environment (secondary infection) (1).
Unsuccessful outcomes can be attributed to persistent intraradicular infections
found in previously uninstrumented canals, in dentinal tubules, or in the complex
irregularities of the root canal system (2-4). The extraradicular causes of
endodontic failures include: periapical actinomycosis (5), foreign body reaction
caused by extruded endodontic materials (6), accumulation of endogenous
cholesterol crystals in the apical tissues (7), and unresolved cystic lesion (8).
Formerly treated teeth with persistent periapical lesions might be preserved with
nonsurgical retreatment, assuming the tooth is restorable and periodontally sound.
Previous procedural accidents have a negative effect on healing (9). Besides, they
might contribute to the establishment of infections at inaccessible apical areas,

requiring a surgical intervention (10).

Periradicular surgery is indicated in cases of unsuccessful outcomes
after primary root canal therapy followed by nonsurgical retreatment. The goal of
periradicular surgery is the removal of diseased periapical tissues and the sealing



of the apical root canal system to facilitate the regeneration of hard and soft
tissues, including the formation of new attachment cells (11).

This clinical article reports a case of persistent apical periodontitis on the
lower left first molar associated with a sinus tract, which was treated with
nonsurgical endodontic retreatment and surgical procedures. This case report
shows the limitations imposed by inadequate clinical procedures such as
transportation and ledging of the main canals to achieve an adequate disinfection
during first root canal treatment.

CASE REPORT

A 38-year-old female patient was referred to the Endodontic Department
of the University of Campinas complaining about a persistent sinus tract on the
buccal alveolar mucosa associated with the distal apex of the lower left first molar.
The patient did not report the presence of spontaneous pain. Periapical pathology
could be observed in the preoperative radiograph. The dental history indicated that
the lower left first molar had previously received root canal treatment 3 years ago.
The patient’'s medical history was noncontributory. There was no history of drug
allergies. Radiographic examination showed an apparent radiolucency around the
distal apex and widening of the periodontal ligament at the apex of the mesial root
(Fig. 1A). The quality of the root canal filling was inadequate as, radiographically,
the limit of the filling was below the standard required with a possible deviation in
the apical third of the mesial and distal canals. Clinical examination showed
negative response to percussion and palpation tests. Periodontal examination
revealed probing depths of 3 mm or less without mobility. The tooth had been
restored with amalgam. Based on the history, clinical tests and radiographs, a
diagnosis of a root filled tooth with persistent periapical periodontitis was
established.



The patient was informed that conventional root canal retreatment and
follow-up was the initial approach to reach infection control and apical healing.
However, the persistence of the sinus tract and clinical symptoms would lead to
apical endodontic surgery as a complementary approach to the resolution of the
pathology. The patient consented to the treatment plan.

Nonsurgical endodontic retreatment

After local anesthesia (2% lidocaine with 1:100.000 epinephrine), a
rubber dam was placed and the tooth and surrounding field were disinfected with
30% hydrogen peroxide followed by a 2.5% sodium hypochlorite solution for 30
seconds each. The coronal restoration and root canal filing materials were
removed. Close inspection under high magnification with the dental operating
microscope (D. F. Vasconcellos S/A, Sao Paulo, Brazil) showed an untreated
distolingual canal. The root canal filling material was removed with Gates-Glidden
drills in the coronal two thirds and K-files in the apical third. A further root canal
retreatment was performed using the crown-down technique with 2% chlorhexidine
gel as an auxiliary chemical substance followed by irrigation with a sterile
physiological solution, patency, and foramen enlargement for appropriate cleaning
of this area (mesiobuccal, mesiolingual, and distolingual). Apical patency could not
be accomplished in the distobuccal canal due to ledging. The working length was
established with an apex locator (Novapex, Forum Technologies, Rishon le-Zion,
Israel). The first file that bound at the working length was #25 K-file (mesiobuccal),
#25 K-file (mesiolingual), #30 K-file (distobuccal) and #30 K-file (distolingual).
Three additional manual K-files (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland) were
used after the first instrument that fitted the working length. Therefore, the final file
used for apical preparation at the working length was #40 K-file (mesiobuccal), #40
K-file (mesiolingual), #45 K-file (distobuccal) and #45 K-file (distolingual). A
solution of 17% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) was used for 3 minutes to
remove the smear layer. The canals were dried with sterile paper points and then
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filled with gutta-percha and Endomethasone sealer (Septodont; Saint-Maur-des-
Fossés, France) using a warm vertical combined with a lateral condensation
technique. After endodontic retreatment the tooth was restored with composite
resin (Filtek Z250; 3M ESPE, St. Paul, MN, USA), which was clinically adequate.
Figure 1B shows a postoperative radiograph following nonsurgical retreatment.
After one month, it could be observed that the sinus tract persisted and the patient
reported the persistence of discomfort upon vertical percussion. The endodontic

microsurgery was indicated.

Periradicular microsurgery and sampling procedures

Immediately before surgery, the gingival and mucosa were washed with
0.2% chlorhexidine gluconate for disinfection, followed by a local rinse with 5%
Tween 80 and 0.07% soy lecithin (to reduce the carry-over effect of chlorhexidine).

After local anesthesia with 2% lidocaine with 1:100.000 epinephrine for
the left mandibular nerve block and buccal infiltration, a mucoperiosteal flap was
made. Periapical pathology was noted at the apex of the distal root with cortical
bone fenestration. The periapical tissues were removed with a sterile curette, and a
microbial sample was obtained by rubbing sterile paper points against the root
apex, which was held in place for 60 seconds inside the surgical cavity. The paper
points were pooled in a sterile tube containing 1 mL of VMGA Il (12) transport
medium for microbial cultivation. The sterility of the operative field was checked by
collecting a periosteal tissue sample from an area adjacent to the surgical site
using curettes and paper points to test for bacterial contamination.

The granulation tissue was excised, and osteotomy was performed.
Three millimeters of the distal root apex were resected orthogonally to their
longitudinal axis (Fig. 1C), using a tungsten-carbide straight fissure drill (Maillefer

Zekrya; Dentsply-Maillefer Instruments, Ballaigues, Switzerland) under constant
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0.9% sodium chloride solution irrigation with the aid of a surgical operating
microscope and micromirror. The root tip was then removed with sterile tweezers,
rinsed in sterile saline and placed in 0.2% trypsin solution for 24 h for later
Scanning Electron Microscope (SEM) analysis.

The resected root surfaces were examined at high magnification (x12).
The root-end cavity was prepared with microsurgical ultrasonic tips (Pro Ultra
Surgical tips, Dentsply, Oklahoma, USA) and subsequently filled with mineral
trioxide aggregate (MTA) (ProRoot, Dentsply, Tulsa, Oklahoma, USA). Flap
closure was obtained with 5-0 nylon sutures. Postoperative radiographs were
taken. The patient received postoperative instructions. Additional antibiotics and
analgesics were provided to the patient (amoxicillin 500 mg, 3 times a day for 5
days, and ibuprofen 600 mg for pain, 2 times a day as needed). The patient
returned one week later for suture removal and reported slight postoperative pain.
Healing of the surgery was uneventful. The patient was examined clinically and
radiographically at 6 and 24 month recall visits. The tooth was asymptomatic.
Periapical healing around the apical root area could be observed in the follow-up
radiographies (Fig. 1D).

Microbiological identification

The isolation and identification of the microorganisms were performed
by the use of culture techniques for phenotypic characterization as described
previously (13). In summary, inside an anaerobic chamber, the samples were
vortexed for 60 seconds and diluted in Fastidious Anaerobe Broth (FAB; Lab M,
Bury, UK) by 10-fold serial dilution to 10-4. A volume of 50 pL of each dilution was
spread onto 5% defibrinated sheep blood Fastidious Anaerobe Agar (FAA, Lab M)
containing 5 mg/mL of hemin (final concentration of 5 pyg/mL) and 1 mg/mL) of
vitamin K1 (final concentration of 1 ug/mL). Selective culture media were also used
as follows: 5% sheep blood FAA + NAL (0.001% w/v nalidixic acid) + VAN (0.5
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mg/L vancomycin) to select gram-negative anaerobic bacteria, 5% sheep blood
FAA + KAN (kanamycin) + VAN to select “black-pigmented bacteria,” 5% sheep
blood FAA + NEO (0.0075% w/v neomycin) for clostridia and other anaerobes, and
5% sheep blood FAA + NAL (0.001% w/v nalidixic acid) for gram-positive
anaerobes and Actinomyces involved. The plates were incubated at 37°C in an
anaerobic atmosphere for up to 14 days. The same dilutions were plated in 5%
sheep blood brain heart infusion agar (Oxoid, Basingstoke, UK) and incubated
aerobically at 37°C. All aerobic cultures were examined after 24 to 48 hours,
whereas anaerobic cultures were kept for at least 2 weeks but examined for growth
every 3 days. Preliminary characterization of microbial species was based on their
growth in the anaerobic chamber; in the aerobic incubator; and also in 5% CO2
incubator (IG 150 CO2 incubator; Jouan SA, Saint-Herblain, France), colonial
pigmentation and morphology, Gram-stain, and catalase production. Biochemical
tests were used for the speciation of individual isolates as follows: Rapid ID 32 A
(BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) for strict anaerobic rods; APl Staph
(BioMérieux SA) for staphylococci and micrococci; Rapid ID 32 Strep (BioMérieux
SA) for streptococci; Rapid ID NH System (Innovative Diagnostic Systems Inc,
Atlanta, GA) for Eikenella, Haemophilus, Neisseria, and Actinobacillus; and API C
Aux (BioMérieux SA) for yeasts. Miniapi software (BioMérieux SA) was used to

read ID 32 tests automatically and visually read API range tests BioMérieux.

Scanning electron microscope (SEM) procedure

The root fragment removed during periradicular surgery was
immediately immersed in 0.2% trypsin solution for periodontal fiber dissolution over
a period of 24h. The apex was fixed in Karnovsky solution (2.5 glutaraldehyde,
4.0% paraformaldehyde and 0.1 M sodium cacodylate, pH 7.02-7.4) for 1 week.
The specimen was then dehydrated in an ethanol series, dehydrated in a critical
point device (Denton Vacuum DCP-1, USA) and gold sputter coated (Denton
Vacuum Desk Il, USA). The surface of the root tip was then studied under a
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scanning electron microscope operated at 15 kV (Jeol JSM — 5600 LV, Japan).
Magnifications were performed to analyze the root apex with gutta-percha extruded
from the initial treatment (x25) (Fig. 2), external radicular surface (x100 and x400),
uninstrumented apical foramen (x200) (Fig. 3A), and colonies adhering to
irregularities (x1.500 and x3.300) (Fig. 3B and 3C).

RESULTS

In the present clinical case, association of nonsurgical and surgical
procedures resulted in tooth survival in a two-year follow-up.

The preoperative periapical radiograph shows the lower left first molar
with an apparent radiolucency around the distal apex and a widening of the
periodontal ligament at the apex of the mesial root (Fig. 1 A). A postoperative
radiograph after nonsurgical retreatment and an immediate postoperative
radiograph showing the resected distal root can be seen in Figures 1 B and C.
After 24 months, the follow-up radiograph demonstrated apical healing.

The resected distal root apex of the failed endodontically retreated lower
left first molar was observed by SEM, which revealed bacterial biofilm surrounding
the apical foramen and external radicular surface. The SEM image shows both
gutta-percha overfilling extruding through a zip caused during endodontic initial
treatment as well as the location of the original foramen. Extruded gutta-percha

observed in the root apex was not removed after endodontic retreatment (Fig. 2).

This clinical report identified the microorganisms that should be
associated with the persistence of the infection. The sample from the resected root
apex surface and periapical lesion contained Actinomyces naeslundii, Actinomyces
meyeri, Propionibacterium propionicum, Clostridium botullinum, Parvimonas micra
and Bacteroides ureolyticus.

14



DISCUSSION

Management of post-treatment apical pathology includes nonsurgical
retreatment, apical surgery, or extraction and immediate implant placement.
Nonsurgical retreatment of persistent apical periodontitis is the first choice for
treatment, as it is less invasive (14-15). In the present clinical case, nonsurgical
retreatment was indicated due to radiographic appearance of insufficient root canal
therapy. Furthermore, there was radiographic evidence of a periapical lesion with
the presence of defective root filling, presence of sinus tract and coronal
microleakage. Resorption lacunae at the root apex surface could be observed in
the SEM image, which could have been formed in response to the bacterial by-

products.

Clinicians are often misled by the belief that procedural errors, such as
broken instruments, perforations, overfilling, underfilling, ledges and root canal
therapies with iatrogenically altered root canal morphology can be the direct cause
of endodontic failure (14). However, all cases with remaining viable bacteria in the
root canal system are at constant risk of periradicular inflammation persistence.
Culture and microscopic studies have reported the occurrence of extraradicular
infections in both treated and untreated root canals (5).

Actinomyces species have previously been found in association with
unhealed periapical lesions (3). They have been reported to occur in persistent and
secondary intraradicular infections, and they may be a cause of extraradicular
infection, especially in clinical situations associated with periapical actinomycosis.

Microorganisms in biofilm structures show higher resistance to
antimicrobial agents and host defense mechanism than planktonic cells (16).
Apical periodontitis has been referred to as an intraradicular biofilm-induced
chronic disease (17). P. propionicum has been isolated from 2%-8% of the root
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canal treated teeth (18), although a molecular study identified P. propionicum in
more than one-half of the samples (19). Actinomyces species and P. propionicum
have been reported to be involved in extraradicular infections, as they possess the
ability to survive in the apical tissues (20)

Further knowledge of the local and systemic biological consequences of
residual post-treatment root infection and post-treatment apical periodontitis must
be acquired (10). Recently, long-standing inflammation has been related to the risk
of cardiovascular diseases. In a study where plasma C-reactive protein (CRP), a
marker for systemic inflammation, was measured in 1068 male adults, half of the
cases developed coronary heart disease (CHD) over the course of a 14-year study.
It was found that those with very low levels of CRP, <0.5 mg/L, rarely contracted
CHD; however, when CRP was higher than 1.0 mg/L, the risk of CHD was
increased (21). Further studies are required to determine if long-standing apical
periodontitis of endodontic origin also elevates systemic levels of CRP in humans
(22).

The clinical success of an endodontic retreatment seems to be related
to changes in the natural course of the root canals caused by previous root-canal
treatment (9). Preparing root canals to the apical foramen in infected canals (23),
using a patency file and foramen enlargement associated with a biocompatible
auxiliary chemistry substance (2% chlorhexidine gel) are resources to clean the
most apical portion of the main canal. This clinical case was accomplished in a
single appointment. Other studies have used intracanal medication. Ricucci &
Siqueira (24) reported a persistence of bacteria in the apical root canal and within
dentinal tubules even after a 75-day period of intracanal calcium hydroxide
placement, which could have led to failure of endodontic the treatment.

Observation of a large patient population during a 5-year period
revealed a high survival rate of teeth after endodontic retreatment performed by
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endodontists, regardless of the etiology, specific treatment technique, tooth group,
or special patient characteristics. Of the teeth extracted after retreatment, molars
proved to be the predominant group (12.2%) (15), which might be explained by an
increase in the level of complexity of retreatment procedures associated with
posterior teeth.

The introduction of microsurgical techniques in endodontics
considerably improved the success rate of the treatment (25). In the present
clinical case, association of nonsurgical and surgical procedures resulted in tooth
survival in a two-year follow-up. Nonsurgical retreatment before or in conjunction
with endodontic surgery has demonstrated 1%-25% higher success rates than

endodontic surgery without prior nonsurgical retreatment (26).

During surgery, the apical canals, exposed isthmuses and accessory
canals (27) must be carefully located with the aid of a dental operating microscope
and micromirror (28) and then, irrigated ultrasonically to remove bacteria, debris
and smear layer (29) prior to filling. A root tip must be resected perpendicular to the
long axis of the root to reduce the number of exposed dentinal tubules (30). Three
millimeters of the apical root tissues were resected to eliminate the majority of
apical ramifications and lateral canals (30). The use of magnification during
endodontic procedures enhance the view of the operating field, provides better
control of instruments and placement of dental materials, and allows for an
improved detection and management of obstructions, anatomic variations, or
fractures (31). Studies that have used the operating microscope have shown high
rates of success for endodontic surgeries (32) and nonsurgical retreatment (33).
MTA has been recommended for root-end filling in apical surgery, regardless of the
type of treated tooth (34).

Many practitioners consider the single-tooth implant as a reasonable
alternative for the preservation of the natural dentition. However, if a tooth is
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deemed restorable from a restorative and periodontal aspect, endodontic therapy
should be the first treatment option considered, as observed in this present case. It
is important to highlight that the two treatment alternatives have different aims;
endodontic treatment is provided to treat or prevent apical periodontitis, whereas
implants are used to replace missing teeth (35).

In conclusion, Gram-positive anaerobic bacteria and extraradicular
biofilm seem to participate in the maintenance of persistent periapical pathology,
and endodontic retreatment followed by periapical microsurgery proved to be a

successful alternative in the resolution of persistent extraradicular infections.
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Figure 2. A scanning electron micrograph of extruded gutta-percha observed
in the root apex was not removed after endodontic retreatment (magnification
*%25). (A) The hOlling material after nonsurgical root canal retreatment.
(B) Previous root canal filling material that extruded through apical ledging
during deoburation.
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2.2. Capitulo 2 - Investigation of cultivable bacteria isolated from longstanding

retreatment-resistant lesions of teeth with chronic apical periodontitis

ABSTRACT

Introduction: The objective of this research was to investigate the presence of
viable bacteria in tissue samples from chronic periradicular lesions, correlating the
microbiological findings with the histopathological diagnosis of the lesion.
Methods: Twenty persistent apical lesions associated with well-performed
endodontic retreatment were collected. Tissue samples were processed through
culture techniques including serial dilution, plating, aerobic and anaerobic
incubation, and biochemical tests for microbial identification, followed by
histopathological diagnosis. Results: Cysts were more frequently diagnosed
(13/20). Strict anaerobic species predominated in both cysts (80.4% of the species
detected) and granulomas (65% of the species detected). Viable gram-positive
bacteria were frequently recovered from apical lesions (cysts 70.6%, granulomas
84.4%), Gemella morbillorum and Propionibacterium acnes were the most
frequently species from cyst and granuloma, respectively. At least one gram-
positive bacterial species were present in almost every sample (cyst 12/13,
granuloma 7/7). No significant correlation was found between histological findings
and bacterial species. Conclusions: In conclusion, although cysts were more
frequent than granulomas in cases of failure of the endodontic retreatment,
bacteria were isolated from both types of lesions, with a predominance of gram-
positive species, suggesting that these species can survive outside the root canal
and might be related with the persistence of the pathological process even after

accurate endodontic retreatment.

Key-words: apical periodontitis; nonsurgical retreatment; endodontic failure; apical
surgery; endodontic outcome.
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INTRODUCTION

Surgical endodontic treatment is recommended for teeth with
longstanding apical lesions that persist even after accurately executed
conventional endodontic retreatment (1-2). The main goal of periapical surgery is
to remove the etiological agent, which is normally associated with extraradicular
biofilm on longstanding periapical lesions (3-7), periapical actinomycosis (8),
foreign-body reactions triggered by extruded endodontic materials (9),
accumulation of endogenous cholesterol crystals in the apical tissues (10), or with
unresolved cystic lesions (11).

Microorganisms which reach the environment beyond root canal
foramen are recognized by the immune system, initiating a local inflammatory
response through a series of events aiming to eliminate the infection, providing
conditions to restore host balance (12). However, many pathogens might survive
due to their ability to bypass, respond or resist to the host defense mechanisms,

colonizing external root surface and leading to biofilm formation (13).

Microbial species associated with complexes bacterial communities
organized on a biofilm, possess characteristics that differ from their planktonic
forms, such as increased metabolic diversity and efficiency; resistance to
phagocytic cells, antimicrobial agents and environmental stresses; and enhanced
pathogenicity (13, 14). These turn the extraradicular biofilm a tough challenge to

overcome by means of endodontic non-surgical approach.

Despite a vast discrepancy in the incidence of different types of
periapical lesions, granulomas are likely the most common pathology (3, 15-22).
Previous studies reported the frequency of cysts ranging from 6% to 55% (16-22),
while the occurrence of periapical granulomas varies between 46% (19) and 94%
(17).
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In order to better understand the microbial species associated with
complexes bacterial communities, the objective of this research was to identify the
presence of viable bacteria in persistent apical periodontitis and to correlate the
microbiological findings with the histopathological diagnosis of the lesion.

MATERIAL AND METHODS

Patient Selection

Twenty patients selected for this research (between 18 and 65 years
old; 6 males and 14 females) signed an informed consent (IC) according the Ethics
Committee in Research of the Piracicaba Dental School — UNICAMP and were
referred to the Endodontics Specialization Clinic of the Piracicaba Dental School
(FOP), State University of Campinas (UNICAMP), Sao Paulo — Brazil, in need of
endodontic surgery (confirmed by the presence of persistent radiolucent area in the
periapical region even after one year follow-up of endodontic retreatment). The
following clinical/radiographic features were found and recorded: the presence of
swelling (SW), pain on palpation (POP), tenderness to percussion (TTP), the size
of the radiographic lesion (SRL) 25 mm and <5 mm and time after retreatment (TR)
12-24 months and > 24 months.

Patients with teeth featuring sinus tracts (in order to exclude chronic
apical abscess), periodontal probing depths >4 mm, root fracture or treated with

antibiotics over the last three months were excluded from this study.

Radiographical aspects

Teeth showing satisfactory canal filling: uniform radiodensity and
adaptation of the filling to the root canal walls, root canal filling ending short of the
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apex by 2mm or less, no extruded gutta-percha beyond the apex; and presence of
periapical lesion related to endodontically retreated tooth were selected (Figure
1.A). Patients requiring retreatment owing to missing canals, separated endodontic
instruments, root canal deviations, perforations or calcified root canals in which the
apex was inaccessible and inadequate endodontic filling (under or over-filling) were
excluded.

All  sampled teeth presented appropriate permanent coronal
restorations, presenting no secondary carious lesions, no marginal defects,

fractures or material loss.

Sample Collection

The protocol used for sample collection was based on Subramanian &
Mickel (23).

One minute-long rinse with 0.2% chlorhexidine gluconate and swabbing
of the surgical area with 2% chlorhexidine gel (Endogel, ltapetininga, SP, Brazil)
were performed to avoid external contamination. After local anesthesia, a full-
thickness mucoperiosteal flap was reflected using intrasulcular incision and the
root end was accessed with a surgical bur (KG Sorensen, Sao Paulo, SP, Brazil)
cooled with sterile saline. After the reflection of the flap, periosteal tissue samples
were collected from areas adjacent to the surgical site using curettes and
absorbent paper cones to test for bacterial contamination. The periradicular tissue
removed by curettage (Figure 1.B) was part stored in eppendorf tube containing
1.0 ml of transport medium VMGA Il - Viability Gotemborg Agar Medium (24),
which was immediately transported to the laboratory for culture analysis; and part
was immersed in 10% neutral buffered formalin for further histopathological

examination.
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Microbial Culture

Microorganism isolation and characterization was performed as
previously described by Gomes et al. (26). Briefly, aliquots of 50 mL were retrieved
from the vortexed VMGA tubes of each sample in anaerobic environment
(Anaerobic Chamber, Don Whitley Scientific, Bradford, UK) at 37°C, inoculated and
incubated as follows: plates containing BHI Agar (Brain Heart Infusion Agar —
Himedia, Mumbai, India) + 5% sheep blood, incubated in O2 (aerobically) at 37°C
for two days for detection of facultative anaerobes; plates containing pre-reduced
FAA - "Fastidious anaerobe agar” (Lab M, Bury, UK) + 5% sheep blood + 600 pL of
Menadione (Vitamin K3, 2-Methyl-1 ,4-naphthoquinone - SIGMA M5625 ) + 600 uL
of hemin (Hemin Bovine Minimum 80% - SIGMA H5533), incubated at 37°C in an
anaerobic atmosphere with 10% Hz, 10% CO; and 80% N2 up to 14 days to detect

fastidious microorganisms.

Phenotypic characterization was performed under a stereomicroscope
3X (Lambda Let 2. Atto Instruments Co., Hong Kong) according to the macroscopic
features and each different colony was subcultured onto both a FAA pre-reduced
plate and a BHI blood agar plate to test for their gaseous requirement. Pure
cultures were subjected to gram staining (Newprov - Laboratory Products, Pinhais,
PR, Brazil) and tested for catalase production. Besides, the oxidase test was

performed in gram-negative and catalase-positive strains.

Appropriate biochemical testing kits (BioMérieux SA, Marcyl "Etoile,
France) specific for each strain according to their previously determined features
was selected as follows: Rapid ID 32A (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) for
gram-negative and gram-positive anaerobes; API| Staph (BioMérieux SA, Marcy-
I'Etoile, France) for staphylococci and micrococci (Gram-positive, catalase-
positive); AP Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) for streptococci (Gram-
positive, catalase-negative); APl 20 E (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) for
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Enterobacteriaceae (enteric Gram-negative bacilli, catalase positive, oxidase-
negative); APl NH (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) for Eikenella,
Haemophilus, Neisseria and Actinobacillus (cocci and bacilli, Gram-negative,
oxidase-positive facultative anaerobes); APl C AUX (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile,

France) for yeasts.

Tissue Processing

Samples stored in formalin were washed in running water for 5 minutes
and processed for embedding in paraffin. Five-micrometer thick sections were cut
from the paraffin blocks, stained with hematoxylin and eosin (H&E), and examined
under light microscopy for diagnostic confirmation of cyst or granuloma. The
following features were observed: presence and distribution of acute
(polymorphonuclear leukocytes) and chronic inflammatory cells, granulomatous
tissue, lining epithelium and fibrous connective tissue capsule.

Statistical Analysis

The data collected for each case (clinical features and bacteria isolated)
were typed into a spreadsheet and statistically analyzed by using SPSS for
Windows (SPSS, Inc, Chicago, IL). The Pearson chi-square test or the one-sided
Fisher's exact test, as appropriate, was chosen to test the null hypothesis that
there was no relationship between bacteria species such as endodontic
clinical/radiographic signs/ symptoms and the presence of a specific group of
bacteria in the lesion samples; P < .05 was considered statistically significant.
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RESULTS

The following clinical features were observed in the cases analyzed:
swelling (17/20), pain on palpation (18/20) and tenderness to percussion (20/20)
(Table 1). In 20 cases investigated, only one did not present cultivable bacteria.
Periosteal tissue collected from surrounding areas to the surgical site showed no
microbial growth, indicating absence of external contamination during sampling
procedures. Cysts were more frequently diagnosed (13/20). Strict anaerobic
species predominated in both cysts (80.4% of the species detected) and
granulomas (65% of the species detected). Viable gram-positive bacteria were
frequently recovered from apical lesions (cysts 70.6%, granulomas 84.4%),
Gemella morbillorum and Propionibacterium acnes were the most frequently
species from cyst and granuloma, respectively. At least one gram-positive bacterial
species were present in almost every sample (cyst 12/13, granuloma 7/7). No
significant correlation was found between histological findings and bacterial

species.

The maximum of 7 different species were found per sample and
granulomas accounted more different species per sample than cysts. Positive
associations were found between the following A. naeslundii and P. propionicum
(P=0.01), B. ureolyticus and E. limosum (P=.032); and B. ureolyticus and P. oralis
(P=.004).

The most commonly pathogen isolated in cysts were: G. morbillorum
(61.5%), B. ureolyticus and E. limosum (30.8%), and A. prevotii (23.1%); whereas
in granuloma it was observed a predominance of: P. acnes (57.1%), G.
haemolysans, Micrococcus spp. and A. naeslundii (42.9%) (Table 2).
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Sulfur granules, soft and bright yellow, were observed in only one case
(S15). After cultured, the following microorganisms were isolated: A. naeslundii, E.

limosum, P. micra and P. propionicum.

DISCUSSION

The present study investigated the presence of viable bacteria in chronic
periapical lesions associated with failure of the endodontic retreatment, 65% were
cysts and 35% were granulomas. There is no consensus in the literature regarding
the incidence of different types of chronic periapical lesions (16-18, 20) which can
be attributed to sampling procedures, processing and interpretation of the
histological material; and clinical features associated with samples. Most of these
studies analyzed specimens obtained from wide sources of routine
histopathological databases (18). It must be pointed out that in the present
research tissue collection was performed through curettage, not including the
apical portion of the affected tooth. Therefore, it was unfeasible to know their
structural relation. Based on it, the periapical lesions were categorized as
granulomas or cysts without any further subclassification.

The high incidence of cysts detected here is in disagreement with
previous reports (11, 17-20, 23) which might be a result of the restrictive patient
selection criteria used compared to other studies. To address, patients presenting
sinus tracts were excluded, as it constitutes a communication between periapical
lesion and oral cavity, modifying the periapical environment and changing the local
microbial profile. Additionally, all samples analyzed had previously received root
canal retreatment over one year follow-up, showing a periapical radiolucent area

and/or other sign that suggested failure.
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Except for one case where no microbial growth was found, the
prevalence of one to seven microorganisms was detected both in cysts or
granulomas, supporting the polymicrobial feature of persistent periapical lesions (6,
7, 24). Gram-positive bacteria accounted for 70.6% of the isolates in cysts and
84.4% in granulomas. Both histopathological types presented quite similar
microbiological profiles, with a predominance of viable gram-positive bacteria

highlighting a cyst is a direct evolution of a granuloma lesion.

The majority of gram-positive strains belonged to the following species:
G. morbillorum, P. acnes, A. naeslundii, A. prevotii, and E. limosum. Gomes et al.
(26) showed that G. morbillorum might be an important pathogen in endodontic
infections, because of its higher percentage of recovery in both primary and
secondary/persistent infections in 82% and 72% of the samples, respectively.
Sunde et al. (27) investigated the periapical microbiota of teeth with refractory
apical periodontitis, demonstrating a wide variety of microorganisms, particularly
gram-positive species. Besides, it has been reported that structural components of
the robust bacterial cell wall of gram-positives protect them from noxious
environmental factors. In addition, the majority of these microorganisms express
fast-adaptive properties when exposed to extreme conditions, thus making them
potential causal elements in post-treatment endodontic disease (28). Other
previous reports have also associated gram-positive species with persistent
infections by investigating periapical lesions (2, 6, 29).

However, the literature is inconclusive whether these extraradicular
infections are self-sufficient or they are dependent on intraradicular infections.
Ricucci & Siqueira (4) investigated the prevalence of intra and extraradicular
biofilm in both treated and untreated teeth, indicating their high frequency located
into canal complexities, out of reach by instruments and antimicrobial irrigants and
assuming that intraradicular biofilms may be responsible for the persistence of the
extraradicular infection. In the present study, all tooth selected had been submitted
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to thoroughly nonsurgical retreatment with the aid of surgical microscope, avoiding
and overpassing operatory complications and providing accurate root canal
disinfection, at least one year previously to surgical approach. Adhered biofilm was
not investigated, so extreme care was taken to avoid collecting material from the
external surface of the root apex during sampling procedures. Therefore, our
results suggest that a viable polymicrobial community, with adequate number of

cultivable cells and interacting species, was present inside the lesion.

Clinically such situation is relevant, playing a role not only in the
persistence of infection, but also in disease exacerbation (30). Furthermore, the
probability of a systemic disorder occurring from oral foci of infection has been
suggested to be particularly prevalent in susceptible individuals with a lowered
immune response, such as immunocompromised, elderly or patients with damaged
heart valves (31, 32).

In recent years, molecular biological methods such as random cloning
and 16S rRNA sequence analysis have been introduced in order to profile the
microbiota (3, 33, 34). However, live and dead bacterial cells in the microbiota
could not be differentiated by utilizing only the molecular biological methods. The
present study, by using culture techniques, showed the presence of viable bacteria
in cysts or granulomas in cases associated with failure of the retreatment,
suggesting that these species could be related to the maintenance of the disease.
However, the pathogenicity of live bacterial cells in the endodontic lesions remains
to be fully determined (35).

In conclusion, although cysts were more frequent than granulomas in
cases of failure of the endodontic retreatment, bacteria were isolated from both
types of lesions, with a predominance of gram-positive species, suggesting that
these species can survive outside the root canal and might be related with the
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persistence of the pathological process even after accurate endodontic

retreatment.
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Figure 1. A) Radiographic image of a failed endodontic retreatment with
adequate root canal filling; B) Periradicular tissue curettage.
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Table 2. Frequence of bacteria found in periapical lesions, divided according to the
hystophatological diagnosis

Microrganism CYST GRANULOMA
(n=13) (n=7)
Gram positive cocci
Gemella morbillorum 8 (61.5%) 1(14.3%)
Gemella haemolysans 1(7.7%) 3 (42.9%)
Gemella spp. 0 1(14.3%)
Micrococcus spp. 0 3 (42.9%)
Parvimonas micra 2 (15.4%) 2 (28.6%)
Anaerococcus prevotii 3(23.1%) 2 (28.6%)
Staphylococcus xylosus 1(7.7%) 0
Streptococcus constellatus 0 1(14.3%)
Gram positive bacilli
Actinomyces naeslundii 2 (15.4%) 3 (42.9%)
Actinomyces meyeri 1(7.7%) 1(14.3%)
Eubacterium limosum 4 (30.8%) 1(14.3%)
Eggerthella lenta 2 (15.4%) 0
Clostridium difficile 2 (15.4%) 2 (28.6%)
Clostridium spp. 2 (15.4%) 0
Clostridium acetobutylicum 1(7.7%) 0
Clostridium bifermentans 1(7.7%) 1(14.3%)
Clostridium tyrobutyricum 1(7.7%) 0
Clostridium botulinum 1(7.7%) 0
Propionibacterium acnes 2 (15.4%) 4 (57.1%)
Propionibacterium propionicum 2 (15.4%) 2 (28.6%)
Gram negative cocci
Neisseria meningitidis 0 2 (28.6%)
Neisseria cinerea 1(7.7%) 0
Veillonela spp. 1(7.7%) 0
Stenotrophomonas matophilia 0 1(14.3%)
Capnocytophaga spp. 1(7.7%) 0
Gram negative bacilli
Bacteroides fragilis 1(7.7%) 0
Bacteroides ureolyticus 4 (30.8%) 0
Pseudomonas aeruginosa 0 1(14.3%)
Pseudomonas luteola 1(7.7%) 0
Porphyromonas endodontalis 1(7.7%) 0
Prevotella oralis 3(23.1%) 0
Fusobacterium nucleatum 1(7.7%) 1(14.3%)
Haemophilus parainfluenzae 1(7.7%) 0
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3. CONSIDERACOES GERAIS

3.1. Justificativa da pesquisa

O conhecimento do perfil microbiano do insucesso do retratamento
endodontico é importante para o melhor entendimento da persisténcia da infecgao
em casos de periodontite apical crénica e para a sele¢ao da terapia endodontica
adequada a ser instituida para tal diagnéstico.

Embora existam métodos de diagndstico microbiolégico que empregam
apenas o0 estudo de sequéncias de acidos nucléicos para a caracterizacao de
comunidades microbianas em infecgbes endoddnticas persistentes, 0 método de
cultura microbiana permite a obtencdo de cepas microbianas viaveis, permitindo
posteriormente a realizacdo de testes de suscetibilidade antimicrobiana e
caracterizacdo de fatores de viruléncia de cepas isoladas. Estas pesquisas
poderdo ser feitas em colaboragdo com instituicées internacionais com as quais a

pesquisadora mantém contato.

Desta forma, para melhor entendimento das caracteristicas da infecgéo
presente na periodontite apical persistente, o presente estudo utilizou tecido
diretamente coletado de 20 lesdes periapicais, correlacionando os dados
microbiolégicos com os achados clinicos e histopatoldgicos. Avaliou também a
viabilidade clinica da cirurgia parendodéntica na resolucdo de um caso de
periodontite apical persistente, quando precisamente recomendada.

3.2. Infeccao endodéntica persistente

A comunidade microbiana presente na infeccdo primaria € mista,
composta predominantemente por bactérias anaerdbias estritas gram-negativas

(Hancock et al., 2001; Montagner 2009). Nos casos de dentes ja tratados
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endodonticamente ha um predominio de bactérias anaerdbias facultativas Gram-
positivas (Sundquist et al., 1998; Hancock et al., 2001; Pinheiro et al., 2003;
Gomes et al., 2004). Existem casos onde o retratamento é executado de maneira
meticulosa, seguindo as mais restritas recomendacdes de técnicas e principios,
pressupondo a eliminacao da infeccao intrarradicular e ainda assim, resultando em
uma periodontite apical persistente (Nair et al., 1999) possivelmente associada a

infecgdo extrarradicular.

Considerando os estudos que identificam a microbiota presente na
infeccado extrarradicular persistente encontramos frequentemente microrganismos
gram-positivos (Tabela 1), com capacidade de se organizar em biofilmes, porém
muitas vezes 0s casos selecionados para tais estudos nado ficaram restritos
aqueles onde o insucesso resultava de uma infecgdo persistente (Noiri et al.,
2002; Fujii et al., 2009; Ricucci & Siqueira, 2010), uma vez que critérios com
relacdo a qualidade da obturacéo, restauracdo coronaria ou presenca de fistula
nao foram levados em consideracéo.

Tabela 1. Estudos identificando a microbiota presente em infec¢do extrarradicular

Estudos

(Método) n Coleta Perfil Microblano
Molander et al., 1998 Canal radicular 0 . :
(Cultura) 120 Qualidade T.E. 69% Gram-positivos facultativos
Hancock et al., 2001 Canal radicular
! 4 49 -positi
(Cultura) > Rest. Proviséria/Ruim/Boa 80.4% Gram-positivos
Sunde et al., 2002 36 Lesdo periapical 51% Anaerdbios estritos
(Cultura) Presenca de fistula/exsudagdo 79.5% Gram-positivos
Pinheiro et al., 2003 60 Canal radicular 57.4% An. Facultativos
(Cultura) Qualidade T.E. 83.3% Gram-positivos
Fujii et al., 2009 20 Apice radicular 51.6% An. Facultativos
(Cultura e Molecular) P.A.P. com/sem fistula Equilibrio Gram +/-
Subramanian & Mickel, 34 Apice/Les3o periapical Perfil microbiano do apice
2009 (Molecular) Sem fistula ou bolsa radicular/lesdo diferentes
- . 84.6% Actinomyces sp.
., 2012
Wang et al., 20 13 Apice radicular 61.5% Propionibacterium

(Molecular)

Qualidade T.E.

Biofilme extra-radicular
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O insucesso do retratamento endodbéntico estd usualmente ligado a
terapia endodéntica deficiente, com falhas durante a execucdo da limpeza e
modelagem dos canais radiculares ou mesmo durante a obturagdo de todo o
sistema e restauragao corondria. Em tais casos o perfil microbiano esperado seria
proximo ao da infeccdo primaria, uma vez que a mesma néo foi satisfatoriamente
eliminada pela terapia instituida. Os fatores acima citados serviram, portanto,

como critérios de exclusao neste estudo.

A taxa de sucesso do retratamento de um dente com periodontite
apical, executado por um especialista, gira em torno de 85%, enquanto que em um
dente tratado primariamente, em 94% (Imura et al., 2007). Destes 15% de
insucesso constatado no retratamento, uma porcentagem significativa ainda deve
seu fracasso a iatrogenias oriundas do primeiro tratamento, reservando uma
porcentagem ainda mais baixa para aqueles casos onde o insucesso do
retratamento realmente sugere uma infecgcao persistente extrarradicular. Este foi o
perfil buscado neste trabalho, representando inclusive um desafio pelo niumero
restrito destes casos na clinica diaria.

Buscando elucidar a presenca da infeccao extrarradicular, Grossman
(1959) pesquisou microbiologicamente lesdes periapicais com diferentes
diametros radiograficos. A obturacdo de alguns canais radiculares sé foi realizada
apds obtencdo, de no minimo, duas culturas bacteriolégicas negativas, sendo
entdo realizada apicectomia e remocdo da lesdo. De 109 casos, 93 (85,3%)
confirmaram auséncia de microrganismos nos tecidos periapicais. Por outro lado,
lwu et al. (1990) avaliaram 16 casos e verificaram crescimento bacteriano em 14
(88,0%). Nesse estudo foram isoladas 47 espécies bacterianas, com média de 1 a

6 por lesao, sendo 55,0% anaerdbias facultativas e 45,0% anaerdbias estritas.

Estudos tém demonstrado que bactérias podem ser isoladas de lesdes
apicais, fora do sistema de canais radiculares (Gatti et al., 2000; Chan et al., 2004,
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Fujii et al., 2009). Sunde et al. (2002), utilizando métodos de cultura, encontraram
uma predominancia de bactérias gram-positivas anaerdbias estritas e facultativas
em 36 casos de periodontite apical refrataria. Além disso, granulos sulfurosos
estavam presentes em 25% dos casos, onde foram identificadas quatro espécies
de Actinomyces: A. israelii, A. viscosus, A. meyeri e A. naeslundii e um amplo
espectro de outras bactérias presentes ndo apenas nos granulos, mas também
nas lesdes periapicais. A alta incidéncia observada sugere seu papel significativo
na manutencao da infeccdo. A ocorréncia destes granulos foi observada apenas
em um caso coletado (Caso 15) no presente trabalho, associada a presenca das
seguintes espécies: A. naeslundii, E. limosum, P. micra e P. propionicum.

Para determinar associacdes entre espécies, Sundqvist et al. (1992);
Gomes et al. (1994) e Peters et al. (2002) utilizaram teste de odds ratio verificando
a presenca de uma determinada espécie, na presenca ou auséncia de demais
espécies bacterianas identificadas. O mesmo foi realizado no presente estudo,
considerando associagao positiva entre uma determinada espécie na presencga de
outra espécie, quando o odds ratio foi maior do que 2; enquanto duas espécies
foram consideradas negativamente associadas, quando o odds ratio em detectar
uma espécie na presenca de outra fosse menor 0,5.

Foram encontradas associagbes positivas entre A. naeslundii e P.
propionicum, B. ureolyticus e E. limosum; e B. ureolyticus e P. oralis. Espécies de
Actinomyces e Propionibacterium propionicum tem sido associados a infec¢oes
extrarradiculares, inclusive em conjunto, como uma patologia apical denominada
actinomicose (Happonen, 1986; Sjogren et al., 1988; Noiri et al., 2002; Siqueira,
2003; Ferreira et al., 2004; Ricucci & Siqueira, 2008; Wang et al, 2012).
Actinomyces spp. sao considerados colonizadores priméarios da cavidade oral e
desempenham um papel crucial no inicio do desenvolvimento da placa (Yeung,
1999). Além disso, foram relatados nos casos de infecgdes persistentes nos
canais radiculares (Kalfas et al, 2001). Sua sobrevivéncia em ambientes

desfavoraveis como o extrarradicular pode ser resultado da presenga de enzimas
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extracelulares, como aquelas envolvidas no metabolismo da sucrose ou uréia,

provendo sua demanda nutricional (Yeung, 1999).

3.3. Diagnéstico histopatoldgico

Neste estudo observou-se uma alta incidéncia de cistos (65%)
relacionados aos casos de periodontite apical persistente, diferente do encontrado
em trabalhos anteriores, onde o granuloma foi a patologia mais comumente
relatada (Priebe et al., 1954; Bhaskar, 1966; Block et al., 1976; Simon, 1980; Lin et
al., 1991, Schulz et al., 2009).

Tal discrepancia é justificada principalmente pelos diferentes critérios
na selegcdo dos casos e pelas mais variadas classificacbes adotadas pelos
estudos (Simon et al., 1980; Nair et al., 1996; Schulz et al., 2009). No presente
trabalho foram selecionados apenas aqueles casos onde o0 retratamento
endoddntico havia sido realizado de forma satisfatéria hd pelo menos um ano
prévio a coleta, os dentes estavam restaurados de forma adequada, ndo havia
qualquer comunicagdo da lesdo com a cavidade oral através de fistulas e néo
havia evidéncia de doenca periodontal e/ou perda déssea. Além disso, a
classificacdo histopatoldégica das patologias cronicas avaliadas ficou restrita
apenas a distingdo entre granuloma e cisto, como ocorreria durante a biépsia da

rotina clinica.

Independente do diagndstico histopatoldgico, bactérias viaveis foram
encontradas tanto em cistos, quantos em granulomas, com um predominio de
espécies gram-positivas em ambas. Porém nao houve correlacdo entre

diagnéstico histopatologico e espécies bacterianas ou sinais e sintomas clinicos.
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3.4. Cirurgia parendodontica

O éxito da terapia endoddntica pode ser descrito como a manutencao
do dente na cavidade bucal em fungdo, sem prejuizos a saude do paciente. O
tratamento endodéntico deve seguir principios cientificos e biol6gicos para que
sejam reduzidas as possibilidades de falhas e acidentes. Isso pode variar de
acordo com a selegéo correta dos casos, sendo que observado o estado geral de
saude do paciente; as condi¢cdes do elemento dentario, com especial atencao a
interpretacao radiografica; a técnica empregada e habilidade do operador, o que
pode acarretar inadequacao do acesso, perfuracdes, fratura de instrumentos,

sobre-obturacgdes e obturagdes incompletas, dentre outros.

A cirurgia apical € uma opcao de tratamento endodéntico para a
resolucao de periodontite apical persistente, quando o tratamento ortégrado (néo-
cirdrgico) nao obteve sucesso. A frequéncia da periodontite apical persistente foi
demonstrada em até 65% dos dentes tratados em diferentes populacdes (Eriksen
et al, 2002). A abordagem preferencial nesses casos é o0 retratamento
endoddntico; entretanto, uma anadlise especifica de riscos-beneficios, nao
deixando de considerar a vontade do paciente, pode indicar para a cirurgia
(Friedman, 2002). Como alternativa ao retratamento endoddntico, ortégrado ou
retrégrado, seria a exodontia do elemento dental e reabilitagdo com implantes ou
outras modalidades de protese fixa ou removiveis (Bigras et al., 2008).

Dessa forma, dentes com periodontite apical persistente pds-tratamento
tem a disposicao trés opcdes de tratamento. Uma consideragdo importante no
momento dessa decisdo sobre qual optar € determinar a origem do insucesso e
assim o prognostico do caso, de acordo com as melhores evidéncias atuais para
cada modalidade de tratamento (von Arx et al., 2012).
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3.5. Material e Métodos utilizados

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP, conforme certificado no
Anexo 1.

Foram avaliadas neste estudo vinte lesGes periapicais coletadas
cirurgicamente de casos de insucesso do retratamento endoddntico, depois de
transcorridos pelo menos 12 meses do retratamento ndo-cirdrgico; € um caso
relatado separadamente, coletado de um primeiro molar inferior esquerdo que
apresentava persisténcia de sinais e sintomas mesmo apdés um més de

retratamento endododntico.

A desinfeccdo do campo operatério e o acesso cirurgico foram
realizados de acordo com Subramanian & Mickel (2009), de forma a garantir a

auséncia de contaminagao da saliva.

O instrumental com o qual foi pingada a lesdo apds a liberagdo de suas
bordas da cavidade patoldgica ndo havia sido utilizado até o referido momento,
para evitar seu contato com qualquer fluido eventualmente contaminado durante o

transoperatério.

A selecdo dos pacientes segundo critérios de inclusao/exclusdo, a
técnica passo a passo da coleta microbiolégica e detalhamento dos materiais e
métodos, processamento laboratorial estdo descritos detalhadamente no Apéndice
1. Devido a dificuldade imposta pelos critérios de sele¢ao rigorosos, os vinte casos
foram coletados ao longo de quatro anos.

O meio de transporte VMGAIII (Viability Medium Gétemborg Agar) foi
descrito inicialmente por Méller (1966) e por Dahlén et al. (1993) e é preparado

para suportar microrganismos anaerobios estritos e facultativos sem favorecer
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crescimento microbiano. Sua consisténcia é semi-solida em temperatura ambiente
e semi-fluida acima de 30°C (Apéndice 2).

O processamento e diagnostico histopatolégico foram realizados no
Departamento de Patologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —

UNICAMP, seguindo seu protocolo padrao.
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4. CONCLUSAO

. Bactérias anaerdbicas gram-positivas e biofilme extrarradicular parecem
participar da manutencao de uma patologia periapical persistente, e o
retratamento endodéntico seguido de microcirurgia provaram ser uma
alternativa eficaz na resolugao das infec¢des extrarradiculares persistentes
(Capitulo 1).

Embora os cistos tenham sido mais frequentes que granulomas nos casos
de insucesso do retratamento endodéntico, bactérias foram isoladas em
ambos os tipos de lesdo, com uma predominancia de espécies gram-
positivas, sugerindo que as mesmas sao capazes de sobreviver fora do
canal radicular e podem estar relacionadas com a persisténcia do processo
patolégico, mesmo apds um retratamento endoddntico acurado (Capitulo
2).
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APENDICE 1 - Material e métodos e ilustracées dos experimentos

Os procedimentos envolvidos nesta tese estdo de acordo com as
normas do Comité de FEtica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba — UNICAMP, conforme certificado (Anexo 1).

Micro-cirurgia periapical e procedimentos de coleta

O método utilizado neste estudo ja foi descrito por Subramanian &
Mickel (2009).

A desinfecgao intraoral do campo operatério foi realizada através de
bochecho com solugédo aquosa de digluconato de clorexidina 0,12% por um minuto
e de esfregaco da regido com gaze estéril umedecida em clorexidina 2% gel
(Figura 1A), seguida de neutralizacdo do efeito residual da clorexidina com
solucao de 5% Tween 80 e 0,07% de lecitina de soja. Apdés anestesia troncular e
complementagdo com infiltracdo local, ambos com lidocaina 2% com epinefrina
1:100.000, foi refletido um retalho total muco-periosteal composto por uma incisao
intrassulcular e uma ou duas verticais, de acordo com a necessidade de acesso
(Figuras 1B-D). Amostras de tecido periosteal foram coletadas de &reas
adjacentes ao sitio cirurgico usando curetas e cones de papel absorvente estéril
para testar se houve contaminagéo bacteriana do local.

A regidao apical do dente envolvido foi acessada com uma broca
esférica em alta rotacéo refrigerada com solucéo salina estéril. O tecido periapical
foi removido por curetagem e colocado sobre gaze estéril, foi seccionado em duas
partes com auxilio de uma lamina de bisturi 15C estéril (Swann Morton, Sheffield,
Inglaterra) (Figuras 1E e 1F). Parte dele foi armazenada em eppendorf contendo
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1,0 ml de meio de transporte VMGA Il — Viability Medium Gétemborg Agar (Mdller,
1966; Dahlén et al, 1993) até o momento do processamento, que ocorreu
imediatamente apo6s o término do procedimento clinico, nunca ultrapassando um
periodo de 4 horas, garantindo a viabilidade celular necessaria para a recuperagao
dos microrganismos através da técnica de cultura microbiana (Figura 1G). Outra
parte do tecido foi armazenada em formol 10% e enviada para diagnostico
histopatolégico (Figura 1H) no Servico de Histopatologia da Area de Patologia da
FOP-UNICAMP. Trés milimetros do apice radicular foram removidos através de
apicectomia realizada com broca Zekrya (Dentsply/Maillefer, Ballaigues, Suica)
num angulo o mais préximo possivel de 90° em relagdo ao longo eixo do dente.
Quando possivel esse fragmento apical foi armazenado em tubo plastico do tipo

eppendorf podendo ser utilizado para futuras pesquisas.

Dependendo da avaliaggo com o uso de micro-espelho sob
magnificacdo com microscopio operatério da condicao do tratamento endodéntico
presente e selamento da guta-percha, foi decidido pela execu¢do ou nado do
preparo retrdgrado. Quando necessario, pontas de ultrassom foram utilizadas em
aparelho ProfiClass (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) para o preparo da
cavidade. As retropontas utilizadas foram TOF-1 e TOF-2 (CVDVale, Sdo José dos
Campos, SP, Brasil) com o adaptador UA-3 (CVDVale, Sao José dos Campos,
SP, Brasil). O operador aplicou movimentos suaves de introdugéo e retirada na
retrocavidade até atingir a profundidade de trés milimetros. Todos os
procedimentos foram realizados por um mesmo operador auxiliado por um
microscépio operatério (DM 2003, Opto Corp, North Miami, FL, EUA). Para
obturacdo desta cavidade foi utilizado MTA (Angelus, Londrina, PR, Brasil)
manipulado de acordo com as recomendacbes do fabricante. O retalho foi
reposicionado e suturado com fio de nylon 5-0 nao reabsorvivel através de
multiplas suturas simples nas incisdes verticais e em suspensorio nas papilas.
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Foi realizada uma radiografia periapical pés-operatéria com o uso de
posicionador e o paciente foi orientado no sentido de cuidar da area operada. A
medicagdo pré-operatdria consistiu de dose unica de 4 mg de dexametasona
administrada via oral trinta minutos antes do inicio do procedimento. Apds o
atendimento foi prescrito dipirona soédica 500 mg, um comprimido a cada quatro
horas por até 48 horas, apenas no caso da dor se manifestar ao cessarem o0s
efeitos da anestesia. A remogao da sutura foi realizada depois de um periodo de
sete dias.

Cultura microbiana

Os métodos empregados foram descritos previamente por Gomes et al.
(1994a,b; 1996; 2004) e Montagner (2009). Os eppendorfs contendo as coletas
foram agitados por 60s dentro da camara de anaerobiose (Don Whitley Scientific,
Bradford, UK), a 37°C numa atmosfera de 10% Hp, 10% CO. e 80% N.. Aliquotas
de 50 uL de cada uma destas amostras foram inoculadas em placas de petri
contendo diferentes meios de cultura e incubadas em diferentes condi¢cdes
gasosas, como descritos a seguir:

. Placas contendo BHI Agar* - “Brain Heart Infusion Agar” (Himedia
laboratories, Mumbai. India) + 5% de sangue de carneiro, incubadas em estufa de

O, (aerobicamente) a 37°C por 2 dias, para deteccédo de anaerdbios facultativos.

. Placas pré-reduzidas de FAA* - “Fastidious Anaerobe Agar’ (Lab M,
Bury, UK) contendo 5% de sangue de carneiro desfibrinado + 600 pL de
Menadiona (Vitamin K3; 2-Methyl-1,4-naphthoquinone - SIGMA M5625) + 600 uL
de Hemina (Hemin Bovine Minimum 80% - SIGMA H5533) a 37°C em uma
atmosfera anaerobica com 10% Hz, 10% CO, e 80% N até 14 dias, para permitir

a deteccdo de microrganismos de crescimento mais lento.
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Apés a incubacéo, foi analisada a morfologia das colénias nas placas
iniciais (Placa mae) em estereomicroscopio (Lambda Let 2. Atto Instruments Co.,
Hong Kong) em aumento de trés vezes. Cada coldnia diferente foi subcultivada
para a obtengao de culturas puras. A diferenciacdo das col6nias foi feita de acordo
com as suas caracteristicas macroscopicas na placa, observando-se: tamanho,
cor, forma, textura, elevacao, borda, superficie, textura, consisténcia, opacidade,
efeito no agar e sangue (auséncia, hemolise parcial ou total). A semeadura das
placas subseqlentes foi realizada da seguinte forma: cada colénia diferente foi
transferida para uma placa de FAA pré-reduzida e para uma placa de BHI agar
sangue. As placas de FAA foram incubadas em camara de anaerobiose para o
crescimento de anaerdbios estritos e as placas de BHI foram incubadas em estufa
de O, a 37°C, para o crescimento de microrganismos anaerébios facultativos.
Desta forma, as colbnias bacterianas foram testadas quanto ao seu requerimento
gasoso, ou seja, em qual condicdo gasosa houve um melhor crescimento

bacteriano.

As anaerdbias estritas foram também incubadas em estufa de CO» (IG
150 CO: Incubator, Jouan S. A., Saint Herblain, Cedex, Franca), para a
diferenciacao entre anaerdbias estritas e capnofilicas.

O teste da catalase foi realizado utilizando agua oxigenada 15% para
diferenciar cocos Gram-positivos aerébios em Staphylococcus spp. (positivos para

o teste) e Streptococcus spp. (negativos para o teste).

O teste da oxidase foi realizado para diferenciar bacilos Gram-negativos
em fermentadores de glicose e nao-fermentadores, sendo positivo para os
segundos (Anexo VI). A prova é importante na identificacdo de espécies
pertencentes a Enterobacteriaceae (todas negativas) de bactérias como
Pseudomonas, Aeromonas, Neisseria, Campylobacter e Pasteurella (todas
positivas).
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Assim, a identificagdo microbiana foi desenvolvida nas culturas puras

por:

. Morfologia colonial

. Requerimento gasoso

. Caracterizacao morfolégica nas leituras das laminas destas col6nias

que receberam a coloracdo de Gram (Newprov, Produtos para Laboratério,
Pinhais, PR, Brasil)

. Reacao da catalase

. Teste da oxidase em bactérias Gram-negativas e catalase-positivas

Foram utilizados métodos de identificacdo comerciais, ou seja, testes
bioquimicos em miniatura vendidos em kits padronizados pela Biomérieux
(BioMérieux SA, Marcyl Etoile, Franca). Estes testes bioquimicos possuem
reagentes que evidenciam pela mudanca de cor em determinados periodos, as
exigéncias nutricionais e compostos especificos produzidos pelas bactérias. Os
Kits fornecem gabaritos para finalizar a identificacdo, que pode ser verificada
através do site “http://industry.biomerieux-

usa.com/industry/watertesting/api/apiweb.htm”.

Os seguintes Kits padronizados foram utilizados para a especificacao
primaria dos microrganismos isolados:

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

e micrococos (cocos Gram-positivos, catalase-positiva)

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

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

. APl NH (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para Eikenella,

Haemophilus, Neisseria e Actinobacillus (cocos e bacilos Gram-negativos e
facultativos, oxidase positiva).

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

Todos os tubos de eppendorf contendo VMGAIIl imediatamente apos a
retirada das aliquotas para diluicdo foram estocados em freezer — 80 °C para

futuras analises.

Analise estatistica

Os dados coletados foram colocados em uma planilha de célculo
(Microsoft Office Excell 2007, Microsoft Corporation, EUA) e estatisticamente
analisados utilizando-se o programa SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicaco,
lllinois, EUA). O Teste Qui-quadrado de Pearson ou o Teste Exato de Fisher foram

utilizados para testar a hipétese nula que nao ha relagéo entre:
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a) sinais e sintomas clinicos e a presenga de microrganismos especificos nos

canais radiculares analisados;

b) pares de bactérias identificados nos canais radiculares. Se a hipétese nula for
negada, havera associagdo entre pares de espécies e havera associagao
estatisticamente significativa entre elas; o que seria calculado através da
prevaléncia individual das espécies, considerando sua distribuicao aleatéria.

Quando houve associagdo estatisticamente significante ao nivel de 5%,
a proporcao populacional expressa como odds ratio ou risco foi empregada para
classificar as associacées em positivas (Odds ratio > 2,0) ou negativa (Odds ratio
<0,5).

Microscopia eletronica de varredura

O fragmento removido durante a apicectomia foi imediatamente imerso
em solucao de tripsina 0,2% para dissolucao de fibras periodontais por um periodo
de 24 horas. Foi entdo fixado em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 4% e cacodilato de sédio 0,1 M, com pH 7-7,4) por uma semana.
O espécime foi desidratado em concentracdes ascendentes de alcool até 100%
seguindo 0s seguintes passos: imersdao em alcool 25%, 50%, 75%, por 20
minutos, alcool 95% por 10 minutos e alcool absoluto por 50 minutos. Em seguida,
foi fixado em porta amostra metalico utilizando fita adesiva dupla face de carbono
(3M), e coberto com ouro em um metalizador (Balzers - SCD 050 Sputter Coater,
BAL-TEC, Germany). A superficie do fragmento apical pode ser observada e
estudada sob um microscopio eletrénico de varredura a 15 kV (Jeol JSM — 5600
LV, Japado). A magnificacdo foi selecionada para analisar o apice radicular com o
material obturador do tratamento inicial extruido (x25), superficie radicular externa
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(x100 e x400), forame apical nao instrumentado (x200), e colénias de

microrganismos aderidas a irregularidades.

Processamento histolégico

O processamento foi realizado pelo Servigo de Histopatologia da Area
de Patologia Oral da FOP-UNICAMP. As amostras armazenadas em formalina
foram lavadas em agua corrente por cinco minutos e posteriormente embebidas
em parafina. Secgbes de 5-micrometro de espessura foram feitas dos blocos de
parafina, coradas com hematoxilina e eosina (H&E), e examinadas sob
microscopia de luz para confirmagdo do diagndstico entre cisto e granuloma
(Figura 2). As seguintes caracteristicas foram observadas: presenca e distribuicao
de células inflamatérias aguas (polimorfonucleares, leucécitos) e crénicas, tecido
granulomatoso, epitélio linear e capsula de tecido conjuntivo fibroso.
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Figura 1.A) Desinfecgdo do campo operatério; B-D) Incisdes
intrassulculares e descolamento muco-periosteal; E-F) Remocgédo do
tecido periapical; G) Armazenamento em VMGA Il; H)
Armazenamento em formol 10%.

75




76



APENDICE 2 - Meio de Transporte

VMGA Il (Viability Medium Gétemborg Agar)
1. Descricao

O meio de transporte VMGAIII (Viability Medium Gotemborg Agar) foi
descrito inicialmente por Moller (1966) e por Dahlén et al. (1993) e é preparado
para suportar a sobrevivéncia de organismos anaerdbios estritos e aerébios sem
ocorrer crescimento. E aplicado para amostras pequenas, como as coletadas por
pontas de papel absorvente. Se armazenado em recipiente bem fechado e sem
contato com oxigénio, pode ser guardado por longo tempo. Deve ser protegido da
luz. O indicador de oxi-reducao € o azul de metileno e sua funcédo € consumir o
oxigénio, mantendo o meio reduzido. A solucao protetora € a peptona 0,1% e a
gelatina 5%. Sua consisténcia € semi-so6lida em temperatura ambiente e semi-
fluido acima de 30°C.

2. Preparo do meio

2.1. Componentes necessarios
a) Acetato de fenilmercurio;

b) Glicerofosfato de sédio;

c) CaCl anidro ou CaCl,.6H-0

d) KCI

e) MgS04.7H.0

f) NaOH

g) Agar bacteriologico

h) Gelatina (DIFCO, Detroit, EUA)

i) Triptose (DIFCO, Detroit, EUA)

j) Thiotona e Peptona (BBL, Cockeyville, EUA)
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k) L-cisteina-dihidroclorito (Sigma, St. Louis, EUA)
) Acido tioglicélico (Sigma, St. Louis, EUA)

Autoclavar previamente:

a) Frascos de Eppendorf ou vidros pequenos com 3 bolinhas de vidro
(Glass beads). A quantidade de Eppendorfs € determinada de acordo com o
volume que serd preparado do meio. Neste caso, para o preparo 250 mL de
VMGA lll, autoclavar cerca de 130 frascos.

b) Proveta de 50mL

c) 2 frascos vazios de 500mL

d) 2 frascos vazios de 1000mL

e) 4 funis
f) 4 tubos de ensaio
g) 4 espétulas
h) 1 frasco de Becker pequeno
i) 2 provetas de 200mL
j) 30 pedacos de papel aluminio
k) 1 vidro de 500mL

2.2. Preparo dos volumes liquidos

Para os volumes de VMGA lll, 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 2,5 mL 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

solucao salina.

500 mL 250 mL 125 mL

1 frasco 50 mL 25 mL 12,5 mL

2.3. Solugéo de Sais de Estoque IV

Verificar se tem a solucéo de sais de estoque |V (cor azul) e autoclavar,

caso nao tenha, autoclavar:

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

Verificar se tem a solucdo de NaOH e KOH (8M), caso nao tenha,
preparar. Volume final de 200 mL. Modo de preparo: Pesar 64g de NaOH e
89,769 de KOH. Dissolver em 140 mL de agua bidestilada. Depois de dissolvido,
acrescentar agua bidestilada g.s.p 200 mL. Autoclavar por 20 minutos.

No dia anterior, preparar as solugdes:
a) SOLUCAO 1 — Agua bidestilada estéril 60mL + Acetato de fenilmercurio
0,19 (ndo pesar com espatula de metal). Dissolver em banho-maria e deixar

overnight a 56°C.

b) SOLUGAO 2 — Agua bidestilada estéril 40mL + Glicerofosfato de sédio
20g.
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Dissolver aquecendo levemente na manta e deixar overnight.
No dia do preparo do VMGA lll, para preparar a solu¢ao azul:
c) SOLUCAO 3 — Agua bidestilada estéril 60mL + CaCl anidro 0,24g ou
CaCl,.6H20 0,32g + KCI 0,84g + MgS0O,4.7H,0 0,2g.
Misturar bem as SOLUCOES 1, 2 e 3 e resfriar em uma proveta

graduada.

Adicionar 40mL de agua bidestilada ja estéril para completar 200 mL.

Ao final, adicionar 0,006g de azul de metileno e acondicionar na geladeira.

2.4. Mistura das solucdes e preparo do VMGA I

a) Solugéo A:
SOLUCAO A 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua bidestilada 550 mL 137,5 mL 68,75 mL
Triptose 0,5¢ 0,125¢ 0,0625 g
Thitona e Peptona 0,5 g 0,125 ¢ 0,0625 g
b) Solugéo B:
SOLUCAO B 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua bidestilada 300 mL 75 mL 37,5mL
Gelatina 509 12,5¢ 6,259

A &gua bidestilada deve estar pré-aquecida. O frasco com &agua
destilada e o peixinho ja devem estar estéreis no dia anterior. Aquecer no micro-
ondas por 10 segundos + 10 segundos + 10 segundos (total de 30 segundos),
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observando atentamente se derrete a gelatina. Deixar em banho-maria caso nao

derreta tudo. Essa solugao nao pode mais ser autoclavada.

c) Solucgao C:
SOLUCAO C 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua bidestilada 50 mL 12,5 mL 6,25 mL
Agar 29 0,5¢g 0,259

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

d) Solugéo D:
SOLUCAO D 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua bidestilada 10 mL 2,5mL 1,25 mL
L-cisteina 0,059 0,125¢ 0,0625 g

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

e) Solugéo E:
SOLUCAO E 1000 mL 250 mL 125 mL
Solugéo salina 100 mL 25 mL 12,5 mL
Acido Tioglicolico 0,5 mL 0,125 mL 0,0625 mL

A solugao salina deve estar estéril no dia anterior. O acido tioglicélico encontra-se
no freezer e deve ser manipulado com cuidado, paramentando-se com 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 solu¢do de sais de estoque azul IV.
Adicionar a solucdo de acido tioglicélico (SOLUCAO E). Ferver a solucdo por 5
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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 solugdo de
cisteina (SOLUCAO D).

Ajustar o pH 7,2 a 7,4 com a solugdo de NaOH + KOH, adicionando de
10 em 10 microlitros. Adicionar aos poucos, pois nao tem volta. A solucao de
NaOH + KOH vai diminuir o pH.

Colocar 1 mL da solugdo em cada eppendorf e deixar levemente aberto

na cabine de anaerobiose. Passar parafilme para evitar qualquer tipo de contato

com oxigénio e contaminagéo. Proteger da luz com papel aluminio.
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APENDICE 3 — Meios de cultura

1. Fastidious Anaerobe Agar (FAA) — LAB M, Bury, UK.

1.1 Descricao
Meio capaz de favorecer o crescimento dos anaerdbios isolados
clinicamente. As peptonas sdo incorporadas para a maxima estimulagdo de
crescimento. Amido e bicarbonato atuam como agentes detoxificantes, enquanto a
hemina favorece a producdo de pigmento nos “Bacteroides” produtores de

pigmento negro.

Agentes especificos de estimulacao de crescimento:

a) Cisteina — para Fusobacterium spp, Propionibacterium acnes e

Bacteroides fragilis;

b) Arginina — para Eubacterium spp.; pirofosfato soluvel para
Porphyromonas

asaccharolytica.

c) Piruvato — contribui para a neutralizagcdo do peroxido 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 &cidos e alcodis que podem
inibir o crescimento bacteriano. O pH médio do meio de cultura € 7,4 £0,2.

1.2. Preparo
Adicionar 23,0 g do pé em 500 mL de agua deionizada. A suspensao
deve ser mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. E esterilizada em
autoclave a 121°C por 15 min e resfriada a 47°C. Entdo adicionar assepticamente
5% de sangue desfibrinado de carneiro, misturar bem e distribuir nas Placas de
Petri.
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1.3. Armazenagem do meio preparado
O meio preparado deve ser armazenado em placas de Petri por até 7
dias, em temperatura média de 4°C, fora do alcance da luz.

1.4. Incubagao

a) Temperatura: 37°C;

b) Condigcdes Gasosas: anaerobiose (80% Hz, 10% N2, 10% COy);
c) Periodo de tempo: 48 horas e 7 dias.

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 sodio 1,0
L-cisteina monoidratada 1,0
Hemina 0,5
Vitamina K 0,001
L-arginina 1,0
Pirofosfato soluvel 0,25
Succinato de sédio 0,5
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1.6. Enriquecimento do meio

1.6.1. Solucao Vitamina K1 (1 mg/mL) - Sigma-Aldrich, USA.

Pesar 0,1g 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 1L da solugdo a cada mL de meio produzido.

1.6.2. Solucao de Hemina (5 mg/mL) - Sigma-Aldrich, USA.

Dissolver 0,59 de Hemina em 10 mL de Hidréxido de sodio 1N.
Completar com agua destilada até atingir 100 mL. Autoclavar a 121°C por 15 min.
Para usar como suplemento, adicionar 1uL da solugdo a cada mL de meio

produzido.
2. Fastidious Anaerobe Broth (FAB) — LAB M (Bury, UK)
2.1. Descricao

Meio de cultura liquido capaz de favorecer o crescimento de bactérias
anaerébias e facultativas. As peptonas sdo incorporadas para a maxima
estimulacao de crescimento. Vitamina K, hemina e L-cisteina sdo também fatores
de crescimento para alguns anaerdbios. L-cisteina e tioglicolato de s6dio reduzem
o potencial de éxido reducédo do meio e o agar inibe a absor¢ao do oxigénio. O pH

do meio é 7,4+0,2.

2.2. Preparo
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Dispensar 14,85g do pé em 500 mL de agua deionizada. A mistura €
dispensada em tubos que sao deixados semi-abertos durante a esterilizagao, que
é feita em autoclave a 121°C por 15 min. Os tubos séo fechados o mais rapido
possivel apos 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. Incubacéao

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

2.5. Formula

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

3.1 Descricao

Este meio foi desenvolvido inicialmente para o isolamento de patdégenos
orais. Com a adicdo de 5% de sangue desfibrinado, este meio permite o
crescimento da maioria dos microrganismos fastidiosos. O fosfato tamponado
ajuda neutralizar os acidos produzidos pela utilizacdo da glicose, mantendo a
viabilidade dos microrganismos. Este meio ndo € recomendado para a
determinacao das reacdes hemoliticas porque contém glicose em sua
composicao. O pH do meio é 7,410,2.

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 121°C por 15 min e resfriada a 47°C antes de distribuir sobre as
placas. Caso deseje, adicionar assepticamente 5% de sangue desfibrinado de
carneiro, misturar bem e distribuir nas placas de Petri.

3.3. Armazenagem

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

preferencialmente no escuro.
3.4 Incubacéao

Tempo e temperatura foram determinados para cada microrganismo
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3.5 Férmula

Componentes

Concentragéo (g/L)

Infusédo de sélidos de cérebro e coracao
Proteose peptone

Glicose

Cloreto de sédio

Fosfato dissodico

Agar numero 2

17,5
10,0
2,0
5,0
2,5

12,0

4. Brain Heart Infusion Broth (BHI) - LAB M (Bury, UK)

4.1. Descrigao

Meio de infusédo isotbnico rico em triptose (uma mistura de carne e
petonas do leite) promovendo uma ampla gama de substratos. Uma concentracao
baixa de glicose é utilizada para estimular o crescimento precoce. E ligeiramente

tamponado para impedir a morte rapida de algumas espécies devido a producao

de acido. O pH do meio é 7,4+0,2.

4.2. Preparo

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

sao fechados o mais rapido possivel apés a esterilizacao.
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4.3. Armazenagem
Armazenar em tubos com tampas, até trés meses a 15-20°C protegidos
da luz.

4.4. Incubacgao
Incubar aerobicamente a 37°C por até 15 dias.

4.5. Formula

Componentes Concentracgao (g/L)
Infusdo de sélidos de cérebro de boi 12,5

Infusdo de sélidos de coracao 5,0

Proteose peptone 10,0

Glicose 2,0

Cloreto de sédio 50

Fosfato dissédico 2,5
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APENDICE 4 - Coloracao de Gram

1. Principios

E utilizada para observagdo microscépica direta 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 coloracao primaria, unindo-se a parede celular bacteriana
apoés o tratamento com uma solugéo de iodo fraca, que serve como mordente para
a ligacao do corante. Algumas espécies bacterianas, devido a natureza quimica da
parede celular, ttm 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 coloragdo primaria com cristal violeta quando sao
tratadas com o descorante, talvez devido ao alto conteldo 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

Componentes Quantidade
Cristal violeta 29
Alcool etilico a 95% 20 mL
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Oxalato de NH4 0,08 g
Agua destilada 100 mL

b) lodo de Gram

Componentes Quantidade
lodeto de potéssio 29

Cristais de iodo 19

Agua destilada 100 mL

c) Descorante

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

d) Contracoloracéo

Componentes Quantidade
Safranina 259
Alcool etilico a 95% 100 mL
Agua destilada 100 mL
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3. Procedimentos

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 coloragao.

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

e) Cobrir o esfregaco com a solucéo 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 posicao vertical.

i) Examinar em microscépio 6ptico, com éleo de imersao, com aumento de x100.
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APENDICE 5 - Teste de Catalase

1. Procedimentos

Empregar colénias novas, com 24 a 72 horas de crescimento,
preferencialmente de meios que nao contenham agar. Com uma alga, colher uma
porcao da coldnia e dispensar sobre uma lamina de vidro estéril. Adicionar uma
gota de peréxido de hidrogénio 15%.

2. Interpretacao dos resultados
a) Reacéo positiva: formagao de bolhas imediata
b) Reacao negativa: auséncia de formacao de bolhas. Formacao de bolhas apos

20 a 30 segundos ocorrem, pois algumas bactérias apresentam outras enzimas
capazes de degradar peroxido de hidrogénio.
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APENDICE 6 — Teste da Oxidase - Bactident Oxidase (Merck, Alemanha)

1. Principios

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

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

fenilenodiamina é oxidada e forma azul-de-indofenol.

2. Procedimentos

a) Realizar uma diluicdo 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 — coloracao roxa ou preta.
b) Negativo — coloracao amarela.
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APENDICE 7 - Kits de identificagao microbiana

1. API 20 Strep - BioMérieux SA, Marcy-I’Etoile, France
1.1.Descricao

Api 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 Api 20 Strep consiste em 20 microtubos contendo substratos
desidratados para demonstracdo da atividade enzimatica ou fermentacdo de
acucares. Os testes enzimaticos s&o inoculados com uma suspensao densa de
microrganismos, feita de uma cultura pura, que é utilizada para reidratar os
substratos enzimaticos. Os produtos metabdlicos finais produzidos durante o
periodo de incubacado sado revelados através de reagdes caracterizadas por
alterag6es cromaticas que ocorrem espontaneamente ou por adicdo de reagentes.

Os testes de fermentacdo sao inoculados com um meio enriquecido
(API GP Medium) que reconstituem os substratos de acucares. A fermentacao de
carboidratos € detectada por uma mudancga no indicador de pH.

As reaclbes sao lidas de acordo com o quadro de leitura do manual do
fabricante, e a identificacdo obtida no catalogo “Api 20 Strep Analytical Profile

Index”, ou via site do fabricante na internet.

1.2.Procedimentos para identificacao

Microrganismos sao cultivados em placas de agar-sangue por 18-24
horas a 37°C, em condi¢cdes aerbdbicas ou anaerbbicas, de acordo com as
melhores condigdes de crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente
confirmada pela morfologia e coloragdo do Gram, producdo de catalase e
requerimento gasoso. Esses procedimentos permitem a identificacdo primaria das
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amostras como cocos Gram-positivos, catalase negativos e anaerdbios
facultativos.

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

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

ApGs o periodo de incubacgéo, 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 sao lidas baseadas em cores que sao classificadas
como reagdes positivas e negativas de acordo com o quadro do item.

Os resultados sédo colocados em uma folha de resposta e os numeros
correspondentes as reacdes positivas sdo somados, e 0s codigos numéricos
obtidos correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sao interpretados

no catalogo “Api Strep Analytical Profile Index”, ou no site do fabricante.
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2. Rapid ID 32 Strep - BioMérieux SA, Marcy-I’Etoile, France

2.1 Descricao

Rapid ID 32 Strep € um sistema de identificacdo para estreptococos e
microrganismos relacionados 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 que séo utilizadas
para testes e contém substratos desidratados.

ApGs o periodo de incubacao de 4 horas, as reacbes podem ser lidas
visualmente, e a identificagdo obtida usando o catdlogo “Rapid ID 32 Strep
Analytical Profile Index” ou o site do fabricante na internet.

2.2. Procedimentos para identificacao

Microrganismos sao cultivados em placas agar sangue. A cultura pura
foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloracdo de Gram, producéo de
catalase e requerimento gasoso.

Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculacdo da bactéria no
meio liquido “Suspension Medium” ou em agua destilada estéril para formar uma
suspensao bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrdo de
McFarland 4,0. Uma pipeta estéril € entdo utilizada para preencher as cupulas
com o in6culo bacteriano preparado no “Suspension Medium”. Duas gotas de dleo
mineral sdo adicionadas a cupula URE (1.0). O recipiente para incubagcao é
tampado, e incubado a 37°C anaerobicamete por 4 horas.

Apés o periodo de incubacéao, sao adicionados os reagentes VP A e VP
B no teste do VP (cupula 0.0); FB nos testes APPA a GTA (cupulas 0.1, 0.2, 0.3,
0.4 € 0.5); e NIN no teste de HIP (cupula 0.6). Todas as reagdes séo lidas apds 5
minutos baseadas em cores que sao classificadas como reagdes positivas e

negativas.
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Os resultados séao colocados em uma folha de resposta e os numeros
correspondentes as reacdes positivas sdo somados, e 0s codigos numéricos
obtidos correspondem a uma determinada espécie bacteriana e séo interpretados
no catalogo “Rapid ID 32 Strep Analytical Profile Index” ou a leitura é feita site do

fabricante na internet.

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

3.1. Descricao

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

no site do fabricante na internet.

3.2. Procedimentos para identificacdo

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

Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculacdo 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
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agua sao colocados no recipiente de incubagdo para manter a umidade da
atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa.

Uma pipeta estéril &€ entdo utilizada para preencher os microtubos da
tira do Api Staph com o indculo bacteriano preparado no “Api Staph Medium”,
evitando a formacéao de bolhas. Apds preencher toda a tira, os tubos contendo os
testes da arginina (ADH) e uréia (URE) sao preenchidos com 6leo mineral para
promover anaerobiose. O recipiente para incubacdo € tampado, e incubado a
37°C por 18-24 horas.

ApGs o periodo de incubacgao, sdo adicionados os reagentes VP 1 e VP
2 no teste do piruvato de sédio (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
reacoes sao lidas baseadas em cores que sao classificadas como reacgdes
positivas e negativas de acordo com o quadro do item 2.4. Os resultados séo
colocados em uma folha de resposta, os numeros correspondentes as reagdes
positivas sdo somados, e os cddigos numéricos obtidos correspondem a uma
determinada espécie bacteriana e sao interpretados no catalogo “Api Staph

Analytical Profile Index”.

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

4.1. Descrigao

Rapid ID 32 A é um sistema de identificacdo para anaerobios utilizando
testes enzimaticos estandardizados e miniaturizados. Cada kit contém 25 fitas,
recipientes para incubacao, 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. Ap6s o periodo de incubacédo de 4 horas, as reacdes
podem ser lidas visualmente, e a identificacdo obtida usando o catalogo “Rapid ID

32 A Analytical Profile Index” ou o site do fabricante na internet.
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4.2. Procedimentos para identificacao

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

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

Apoés o periodo de incubagéo, sdo adicionados os reagentes NIT 1 e
NIT 2 no teste do NIT (cupula 0.0) para verificar a redugéo de nitratos; JAMES no
teste IND (cupula0.1) para verificar a produgéao de indol; e FB nos testes de PAL a
SerA (cupula 0.2 a 0.E). Todas as reagdes sao lidas baseadas em cores que sédo
classificadas como reacdes positivas e negativas.

Os resultados sao colocados em uma folha de resposta, os numeros
correspondentes as reacdes 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.

5. Api 20 C AUX
5.1 Descricao

Api 20 C AUX é um sistema de identificacao preciso para a maioria dos
fungos encontrados na clinica microbioldgica. O API 20 C AUX consiste em 20
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microtubos contendo substratos desidratados para demonstragcdo da atividade
enzimatica ou fermentacdo de acucares. Os microtubos sdo inoculados com um
meio semi-sélido e os fungos crescerdo apenas se forem capazes de utilizar cada
substrato. As reagbes sdo lidas em comparacdo com o crescimento controle e
identificacdo é obtida pelo catadlogo Analytical Profile Index ou usando um
programa computadorizado de identificacao.

5.2. Procedimentos para identificacéo

Microrganismos sao cultivados em placas de Agar Sabouraud 18-24
horas a 37 °C, em condi¢cdes aerdbicas ou anaerbbicas, de acordo com as
melhores condi¢des de crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente
confirmada pela morfologia e coloragdo do Gram, producdo de catalase e
requerimento gasoso. Esses procedimentos permitem a identificacdo primaria das
amostras como cocos Gram-positivos, catalase negativos e anaerdbios
facultativos.

Um swab estéril de algodao € utilizado para inoculagdo da bactéria em
2 mL meio para suspensao “Suspension Medium” ou em agua destilada estéril,
para formar uma suspensao bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao
padrao de McFarland 2. Sdo colocados 100 p L no tubo “C Medium”. Uma pipeta
estéril é entdo utilizada para preencher os microtubos da tira do APl C AUX com o
inéculo bacteriano preparado C Medium. Evite a formacdo de bolhas. Incubar a
30°C por 48-72 horas. Apds o periodo de incubacao checar o crescimento, apos
48 h o GLU deve estar mais turvo que o controle (cupula “0” da galeria) para ser
interpretada a leitura de toda galeria. Através do catalogo “Analytical Profile Index”

os resultados numéricos obtidos pelas reacées podem ser identificados.
6. RapID NH system - Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., USA

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

convencionais e cromogeénico.

Cada Kit consiste de 20 recipientes para testes de RapID NH, blocos de
anotacoes para resultados e um manual de instrugdes. Apds 4 horas de incubagéo
as reagdes sao obtidas através da leitura visual. Identificacbes s&o realizadas
usando cada escore de teste individual, em conjunto com as informagdes obtidas
através da morfologia colonial, coloragdo de Gram, producdo de catalase e
requerimento gasoso. O resultado padrdo do escore positivo e negativo € usado
como base para identificacdo do teste isolado pela comparagdo dos resultados
obtidos com resultado padrao que é encontrado no manual de dados (RapIlD NH
System Code Compendium).

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

6.2. Procedimentos para identificacao

Os microrganismos sdo subcultivados em placas contendo FAA + 5%
de sangue de carneiro por 18 a 24 horas a 37° C. As culturas puras sio
primariamente checadas pela morfologia da colénia, coloracdo de Gram, producao
de catalase e requerimento gasoso.

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

Uma pipeta estéril é introduzida na suspensdo bacteriana e todo o
conteudo é transferido para o recipiente de teste, na cupula do canto direito
superior. O recipiente para teste é entdo selado novamente pela pelicula de
protecdo, mantendo-o em posicdo horizontal em superficie plana. Este é
gentilmente inclinado, de forma que a suspensao seja distribuida uniformemente
nas cupulas superiores. Em seguida o recipiente é inclinado aproximadamente 45°
C durante 4 horas.

ApGs a incubacao do recipiente, cada cavidade é examinada quanto a
reacdo enzimatica, observando presenca ou auséncia de coloracdo, sendo este o
primeiro resultado. Ao adicionarmos o0s reagentes nas cavidades de teste
especificas, obtém-se o segundo resultado, através da reacdo do reagente e
observando-se a alteragao de cor. O resultado obtido € comparado com o padrao,

que é encontrado no manual de dados.
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ANEXO 1 - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa
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