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Senlior, 
tu chegas ao mais profundo 

de mim e me conheces por dentro. 
Sa6es quando me detenho ou quando não sei 

o que fazer; 
entendes minhas i{usões e meus desejos como se 

fossem teus; 
em meu caminho puseste uma tri{fia, 

em meu descanso te sentaste a meu fado; 
tocaste todos os meus projetos pa{mo a pa{mo. 

VIl 

Sa{mo 139 

}f. Pi, Senfwr, 
agradeço por rr'uáo, e 

áeáico, em Couvor, este tra6a0io. 



Jl jamí{ia continua a ser a fonte primeira e principa{ 
áe nossa personaúáadê e áe nossa eáucação, 
o {ugar onáe rece6emos esse "pão áe carinfio" 

que nos vai fazenáo crescer e viver. 

911anue{ 911aduefío 

.Jlos meus amaáos pais, Çjif6erto e I rene, 
que por amor me tiveram, 

sustentanáo-me infinitamente desde minlia concepção e sempre. 
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(])arme, jilfia minfia. 
O{fia: entre os ramos adormeceu o vento ... (])onne. 

Se ao despertar não me encontrares, eu te faCa rei ao {onge; 
uma aurora sem so{ virá a dei:(ar-te 

meu invisíve{ 6eijo; 
dorme; me cliamam, conciEia o sono. 

Juan Zorri[[a áe San :M.artín 

)1. minlia querida .fiOia Stepfianie, 
wlio wiff a{ways 6e my fitffe CB}l<BrY, 

for givino me tlie strentgli wlien I neeáeá it aná overcomino my pliysica{ 
a6cense. tYou are my 6fesseá sunsliine! 
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Pime is 

<Too s{ow for tliose wlio wait, 

<Too sliort for tliose wlio rejoice; 

CBut for tfiose wlio Love ... time is not. 

Jfenry van !Dyk..ç 

% my 6efoveá lius6aná c.Peter, 
to wlion I gave my vow of a sliaring tifo, 
for tlie many storms we liave weatliereá, 

may tlie Lorá k.§ep our 6fesseá marriage, wliicli was meant to 6e. 
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Ser 9rf.estre é um ato de fé. 
Pé na possi6il1dade de mudar o mundo educando, 

fé no indivíduo, fé na supremacia da riqueza intefectua[ 
Ser mestre é um ato de amor. 

Porque a entrega de si está impCícita na tarefa, porque se dá com as 
mãos clieias sem esperar retri6uição. 

Ser mestre é ser um sonhador. 
Crer; mais afém desta época frívo(a e céptica, 
no espírito do fiomem. P, crer que a[gum dia, 

ao fina( do caminfio, poderemos transferir esta toe/ia a um 
discípu{o, outro sonhador. 

Líáia Maria 1?j6a 

.}f.o meu estimaáo orientaáor, 

Prof. (])r. Prancisco áe Souza PiOio, 
por ter incentivaáo a concretização áe meu antÍ{Jo sonlio áe ser mestre, 

pefa lionra e oportuniáaáe ímpar áé ser sua áiscípu{a e aámiraáora. 
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Jlgraáeço, especia(mente ... 

) Q?ro_f (]),a c.Brenáa CJ>aufa Pieueireáo dé )f{meúfa Çomes, 
atfmiraáa por sua compfeta áeáicação a pesquisa e ao ensino, 
senáo aináa e.J(empfo áe :Mãe e P.sposa. 

}lo Q?roj'. (])r. Luiz rrJa{á'riiJfii, 
estimatfo por sua capaciáaáe, conhecimento cientifico, 

e receptiviáaáe ao intercâm6io áe ensino com a :M.arinlia. 

Jl toáos os áifetos professores que participaram e incentivaram minlia 
formação, 
em especia~ e como sím6ofo maior áe amizaáe, 
ao meu queriáo Q?roj' Çeorge }lntonio Ponseca. 
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9deu amigo é um porto onde passo as tempestades. 
Vm oásis verde em meio aos meus áesertos. 

:J.teu amigo é um vaCe repCeto áe fwres 
onáe 6usco a cor e o aroma áa viáa. 

:J.teu amigo é às vezes um siCêncio insonááveC 
que áevo aprenáer a respeitar. 

:J.teu amigo é um cume áe onde posso o{fiar sem cair. 

:J.teu amigo é o poço a{mojaáaáo onáe caio sem me ferir. 

<Tato Ortega 

}lgraáeço ... 

)I toáos os meus Jlmigos, áo passaáo e áo presente, 
prindpa{mente aqueCes que tornaram este momento aináa mais enriquecú{o 
epossíve{. 
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RESUMO 

O valor do cão na pesquisa em Endodontia é reconhecido pela freqüência 

com que é utilizado. Várias investigações são conduzidas visando observar 

alterações e reparo na região periapical deste modelo. Sendo os microrganismos 

os principais agentes etiológicos das alterações pulpo-periapicais, o conhecimento 

da microbiota presente em canais radiculares de cães se faz importante. O 

objetivo deste trabalho foi analisar microbiologicamente canais radiculares, e 

radiograficamente lesões periapicais induzidas em dentes de cães por um método. 

De um total de 5 animais, foram utilizados 26 pré-molares inferiores. Após os 

acessos coronários as polpas foram removidas e os dentes permaneceram 

expostos ao meio oral por um período de 120 dias. Controles clínico-radiográficos 

foram procedidos e as imagens das reações periapicais induzidas foram avaliadas 

pelo software lmagelab 2.4, mensurando área e perímetro. Coletas das amostras 

dos canais radiculares foram realizadas após 120 dias. Foram utilizados meios de 

transporte, cultura e incubação que propiciam o crescimento de bactérias 

anaeróbias estritas. Foram isoladas 70 bactérias cultiváveis, que pertenciam a 34 

diferentes espécies, variando de O a 9 por canal. Anaeróbios facultativos 

corresponderam a 77,14%, anaeróbios estritos a 22,8% do total de bactérias 

isoladas, com uma microbiota predominantemente Gram-positiva. Os gêneros 

bacterianos mais freqüentemente isolados nos canais foram: Streptococcus, 

Staphy/ococcus, Neisseria, Propionibacterium, Actinomyces e Prevotella. As 

médias das áreas das imagens radiográficas das lesões foram de 0,06 cm2, para 

os segundos pré-molares, O, 12 cm2 para os terceiros pré-molares e O, 17 cm2 para 

os quartos pré-molares. Concluímos que a microbiota de canais radiculares de 

dentes de cães com lesão periapical induzida, por exposição ao meio oral, após 

120 dias, é predominantemente anaeróbia facultativa e Gram-positiva, 

representada pelos gêneros Streptococcus e Staphylococcus. Os resultados 

sugerem existência de relação positiva entre comprimento de dente e tamanho de 

lesão periapical. 

Palavras-chave: microbiota, canal radicular, lesão periapical induzida, cão. 
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ABSTRACT 

The value of dogs in endodontic research is well known by the regularity of 

their use. Many investigations are conducted in order to observe periapical 

response and repair on the periapical tissues of this experimental model. 

Microorganisms are the main etiological agents in pulpal and periapical disorders, 

therefore comprehension of the dog root canal microflora is important. The 

objective of this study was to analyse microbiological canal roots and radiograph 

induced periapical lesions in dog's teeth. Twenty six lower premolars of five 

mongrel dogs were used. Their chambers were accessed and their pulps removed 

and left open to the oral environment for the total period of 120 days. Clinicai and 

radiographic controls were used. The radiographs were evaluated by lmagelab 2.4 

software to measure the area and perimeter images of the induced periapical 

lesions. Samples from the root canais were collected after 120 days. Methodology 

for handling, culture and incubation for growth of strict anaerobe species was used. 

A total of 70 cultivable isolates were recovered from 34 different species, ranging 

from O to 9 per canal. Facultative anaerobe species comprised 77.14% of the 

samples and 22.8% were strict anaerobic species with one microbiota 

predominantly Gram-positive. The most frequent genera recovered from the 

canais were: Streptococcus, Staphylococcus, Neissería, Propionibacterium, 

Actinomyces and Prevotella. Measurements of the radiographic image data of the 

lesions were 0.06 cm2 for the second premolars, 0.12 cm2 for the third premolars 

and 0.17 cm2 for the fourth premolars. In conclusion, the root canal microbiota of 

dog teeth with induced periapical lesion, by exposure to the oral environment, is 

predominantly composed by facultative anaerobes and Gram-positive bacteria, 

represented by Streptococcus and Staphylococcus genera. The results suggest a 

positive relationship between the tooth length and size of the periapical lesion. 

Key words: microbiota, root canal, induced periapicallesion, dog. 
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1. INTRODUÇÃO 

O valor do modelo experimental animal no estudo de doenças que ocorrem 

em humanos é bem conhecido, a despeito das limitações em extrapolarem-se os 

achados obtidos em animais para humanos (GENCO et ai., 1969). Na pesquisa 

com drogas ou fármacos (LEE, 1995), na área cirúrgica e de novos equipamentos, 

a experimentação em humanos precisa ser precedida de provas laboratoriais e da 

experimentação em animais (VIEIRA & HOSSNE, 1998). 

Sendo assim, é necessário suplementar as limitadas informações 

disponíveis de fontes humanas com aquelas da experimentação animal (BARKER 

& LOCKETT, 1971). 

Não sendo é demais lembrar, que os danos provocados pelo uso da 

talidomida por gestantes teriam sido evitados se tivessem sido conduzidos 

experimentos adequados em animais (VIEIRA & HOSSNE, 1998). 

Claramente, a pesquisa embasada em animais tem um papel importante no 

avanço dos conhecimentos da etiologia, prevenção e tratamento de doenças orais. 

Muitas das pesquisas clínicas apresentadas surgem, como resultado direto de 

dados anteriores derivados de pesquisa em animais (BOWEN, 1994). 
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Para ser usado como modelo experimental em pesquisa médica e 

odontológica, um animal deve preencher necessidades experimentais, e 

informações na composição e variação de sua microbiota oral devem estar 

disponibilizadas (MISIRLIGIL & TUNCER, 1990). 

Cães são considerados excelentes animais de experimento por possuírem 

seus tecidos orais, especialmente o periodonto, e o tamanho de seus dentes bem 

similares aos do homem, embora existam diferenças anatômicas, topográficas e 

fisiológicas evidentes (PAGE & SCHOROEDER, 1982); além de possuírem uma 

taxa de crescimento rápida, o suficiente para permitir a obtenção dos resultados 

em períodos de tempo menores (ROWE, 1980). Os autores têm encontrado 

estreita similaridade nos processos de reparo dos dentes e estruturas de suporte 

entre humanos e cães em diversas situações clínicas (CITROME et a/., 1979). 

Na Periodontia, o modelo animal cão tem sido investigado como modelo 

para estudo da etiologia e evolução da doença periodontal (JANSEN & PILOT, 

1981; JANSEN, 1982; GROISMAN & KLINGE, 1990). A microbiota oral e das 

doenças periodontais em dentes de cães tem sido também investigada (SAPHIR 

& CARTER, 1976, KORNMAN et ai., 1981; LALIBERTÉ & MAYRAND, 1983; 

GOLDSTEIN et ai., 1984; BROOK, 1989; ALLAKER et ai., 1992; RENVERT et 

ai., 1996; ALLAKER et ai., 1997a, b; NIEVES et a/., 1997; GADÊ-NETO, 2000; 

STEPANOVIC et ai., 2001). 



Em Endodontia, o cão tem sido utilizado nas investigações de reações 

periapicais (HILL, 1932) e estudos de toxicidade de diferentes tipos de 

medicações e materiais obturadores endodônticos (MASSON et ai., 1992). As 

respostas periapicais também têm sido avaliadas frente a diversos procedimentos 

operatórios, variando técnicas e limites de instrumentação e obturação, além de 

substâncias químicas auxiliares (ORBÁN, 1932; DIXON & RICKERT, 1938; 

ÕSTBY, 1961; MATSUMIYA & KITAMURA, 1960; SELTZER et ai., 1964; 

BENDER, 1966; SNYDER eta/., 1966; STRÕMBERG, 1969; DAVIS eta/., 1971; 

HOLLAND, 1975; HOLLAND et ai., 1979a, b; WEST et a/., 1979; ALLARD et ai., 

1987; SOUZA FILHO et a/., 1987; SOARES et a/., 1990a, b; ESBERARD, 1992; 

LEONARDO, 1992; LEONARDO et ai., 1994, 1995; SOUZA FILHO et ai., 1996; 

SILVEIRA, 1997; BERBERT, 1999; OTOBONI FILHO, 2000; BERBERT et ai., 

2002). 

Na realização desses estudos, os autores descreveram diferentes métodos 

para promover a infecção intra-radicular e induzir lesão periapical em dentes de 

cães. Alguns sugerem a abertura dos dentes para promover uma infecção natural 

(SOUZA FILHO et ai., 1987). Outros preconizam contaminação ao meio oral por 

5-7 dias e posterior selamento coronário (BERBERT et ai., 2002). E há ainda 

outros que realizam um arrombamento periapical, precedendo os procedimentos 

anteriores (SOARES, 1999). Porém, a identificação da microbiota presente nesses 

canais radiculares infectados somente está registrada por FERREIRA et ai., 

(2002). 
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Os microrganismos são os principais agentes etiológicos das infecções 

pulpo-periapicais (KETTERING & TORABINEJAD, 1994; BAUMGARTNER, 

1997), sendo importante conhecê-los, para direcionar as formas de combate à 

infecção durante o tratamento endodôntico. A máxima eliminação de bactérias do 

sistema de canais radiculares propicia um ambiente favorável ao reparo das 

lesões periapicais (SJÕGREN et ai., 1997). Por esta razão, a Endodontia é 

considerada, em essência, a disciplina clínica voltada para prevenção e 

tratamento das infecções pulpares perirradiculares (SIQUEIRA JUNIOR & LOPES 

1999). 

Portanto, para que haja reprodução clínica de resultados, o conhecimento 

da fisiologia e microbiota presente em canais radiculares de cães é de grande 

importância, já que este modelo animal é bastante utilizado no amplo espectro da 

pesquisa endodôntica. Este conhecimento é ainda mais expressivo para aqueles 

estudos que investigam a eficácia de soluções irrigadoras e medicamentos na 

desinfecção de canais radiculares, em dentes de cães com lesão periapical 

induzida. 



2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. IMPORTÂNCIA DO MODELO DE ESTUDO ANIMAL CÃO 

NA ENDODONTIA 

Em muitas situações de experimentação, principalmente quando se propõe 

uma nova terapêutica, resultados contrários aos que seriam o objetivo daquele 

experimento podem ocorrer, promovendo danos indesejáveis. Mormente na 

pesquisa com drogas ou fármacos, na área cirúrgica e de novos equipamentos, a 

experimentação em humanos precisa ser precedida de provas laboratoriais e da 

experimentação em animais. Experimentar tratamentos novos em animais serve, 

então, não apenas para adestrar o pesquisador e aperfeiçoar a técnica, mas 

também para avaliar os riscos envolvidos na experimentação (VIEIRA & 

HOSSNE, 1998). 

Portanto, embora as evidências mais valiosas sejam aquelas obtidas de 

experimentos em humanos, estes não podem ser considerados como métodos de 

acesso biológico rotineiros, e testes in vivo devem ser conduzidos em animais 

(ROWE, 1980). 

WEAVER et ai, em 1962, listaram aqueles que seriam os atributos 

desejados em um animal de experimento: 

1. Um padrão de crescimento similar ao homem. 
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2. Uma relação de crescimento adequada para estudos analíticos ou 

experimentais que seja rápida o suficiente para permitir resultados em períodos 

razoáveis de tempo, e ainda assim permitir diferenciação de passos sucessivos, e 

a aplicação de variáveis controladas a níveis de crescimento críticos. 

3. Fisiologicamente similar ao homem, incluindo mastigação, 

movimentos mandibulares, adaptabilidade a mudanças de ambiente, solidez e 

resistência a infecções endêmicas. 

4. Tamanho dos dentes e arcadas adequados para permitir 

intervenções cirúrgicas ou dentais, e medidas de crescimento com margem de 

erro experimental relativamente pequena. 

5. Acesso aos dentes e glândulas orais para procedimentos clínicos. 

6. Baixo custo de aquisição e manutenção. 

Pode-se discutir que as conclusões tiradas de experimentos em animais 

não possam ser diretamente relacionadas para o tratamento em dentes humanos, 

todavia, uma comparação dos efeitos de vários materiais em tecidos animais nos 

dará uma indicação do provável efeito em humanos (ROWE, 1967). 

Vários tipos de animais de laboratório têm sido usados ao longo da história 

da pesquisa odontológica. Para o estudo da cárie, ratos, hamsters e macacos têm 

sido utilizados, enquanto que para o estudo da doença periodontal, além destes, 

incluem-se cães, gatos e ovelhas (LEVY, 1980). 



A escolha do modelo depende de aspectos inerentes ao animal, que sejam 

apropriados ao objetivo da pesquisa. Assim, em Endodontia, quando o estudo é 

conduzido em dentes e estruturas adjacentes, macacos, cães, gatos, porcos em 

"miniatura" e ratos têm sido usados, mas todos apresentam problemas (ROWE, 

1980). 

Diferentes espécies de macacos têm sido utilizadas como modelo 

experimental em odontologia: Macaca mulatta (VIDAIR & BUTCHER, 1955; SINAl 

et a/., 1967); Macaca irus (TORNECK & SMITH, 1970); Macaca fascicularis 

(FABRICIUS et a/., 1982); Cebus ape/la (ARAÚJO-FILHO, 2001). Como modelo 

experimental apresentam muitas vantagens, sendo sua íntima relação com o 

homem a mais importante delas. Principalmente os de pequeno porte têm sido 

utilizados, porém são animais de alto custo, difíceis de serem criados e 

domesticados (BERBERT, 1999). Não são ideais para tratamento endodôntico, 

pois são difíceis de anestesiar por longos períodos de procedimento, seus dentes 

são pequenos, com canais estreitos, e os dentes anteriores possuem raízes 

curvas (SINAl et ai., 1967; TORNECK & SMITH, 1970; KOENIGS et ai., 1975). 

Além disto, possuem resistência distintamente superior à do homem, sendo seu 

tecido pulpar altamente resistente aos efeitos da contaminação bucal (TORNECK 

et ai., 1973). 

Gatos apresentam problemas de anestesia similares aqueles dos macacos 

de pequeno porte, além disto, o tamanho e a morfologia de seus dentes, com 
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exceção dos caninos, em muito limita a viabilidade de sua utilização, já que em 

cada animal somente quatro dentes podem ser utilizados (ROWE, 1967). 

O desenvolvimento embriológico do porco tem sido há muito reconhecido 

como bem similar ao do homem. Por esta similaridade e disponibilidade, embriões 

de porcos têm sido usados para estudos comparativos e até mesmo para 

complementação de série embriológica em livros textos de embriologia humana. 

Para controlar o crescimento deste animal, que por razões comerciais é rápido e 

de grande porte, foi desenvolvido laboratorialmente o porco em "miniatura", com 

finalidade de emprego em programas de pesquisas laboratoriais (WEAVER et ai., 

1962). Este modelo animal é provavelmente adequado para pesquisa no campo 

da odontologia, possuindo dentição decídua e permanente, movimentos 

mandibulares de mordida e trituração, porém, poucos registros de sua utilização 

são encontrados na literatura (SU, 1992; XU et ai., 1997; NAKAMURA et a/., 

2002). 

YANKELL (1985), afirmou que ratos são os animais mais freqüentemente 

usados em experimentos odontológicos. O estudo que indicou ser de fato a cárie 

uma doença bacteriana transmissível, foi conduzido em ratos "germ-free" 

(FITZGERALD, 1968). O papel desempenhado pelas bactérias e seus produtos na 

indução das infecções pulpares e perirradiculares foi esclarecido em estudo em 

que este modelo, "germ-free" e convencional, foi utilizado (KAKEHASHI et a/., 

1965). Embora a espessura de esmalte na superfície oclusal dos molares de rato 

seja menor, existe similaridade de forma com os molares humanos. A raiz mesial 



do primeiro molar de rato tem sido usada, porém, embora estes animais tenham a 

vantagem de baixo custo, com criação simples, o procedimento operatório é difícil 

(ROWE, 1980). 

Hamsters são outro modelo utilizado (KEYES et ai., 1962; JORDAN & 

KEYES, 1964), tendo vantagens similares às dos ratos, além de ter abertura de 

boca maior que estes. Sua maior desvantagem, principalmente nas pesquisas de 

fissuras e cáries, é não possuírem anatomia oclusal extensiva em seus molares 

(YANKELL, 1985). 

FOUAD et ai., em 1992, na Universidade de lowa, nos EUA, utilizaram 

caninos de furões (Mustela putorius furo L.) em avaliação radiográfica e histológica 

de lesões periapicais induzidas. Ressaltaram a vantagem do baixo custo deste 

modelo animal, tanto para compra quanto para manutenção; o que propicia aos 

pesquisadores o uso de maior número de animais, quando comparados aos gatos, 

cães ou macacos. Por serem passíveis de criação específica para pesquisa, 

grande número de furões estandardizados podem estar disponibilizados. 

O cão é um mamífero onívoro e biologicamente similar ao homem, como 

demonstrado pelo caráter de reações inflamatórias em secções histológicas (HILL, 

1932; DIXON & RICKERT, 1938). Há concordância corrente de que o cão seja um 

excelente animal de experimento. Cães são relativamente pequenos, de fácil 

manuseio e extremamente cooperativos durante a experimentação. Seus tecidos 

orais, especialmente a junção dento-gengival, o periodonto, e o tamanho de seus 
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dentes são bem similares aos do homem, embora existam diferenças anatômicas, 

topográficas e fisiológicas evidentes (PAGE & SCHOROEDER, 1982). São 

animais de fácil obtenção e manutenção, portanto economicamente viáveis. 

A literatura registra vários trabalhos com a utilização do modelo animal cão, 

machos ou fêmeas, de diferentes espécies, incluindo: beagles (ROWE & BINNIE, 

1977; ISERMANN & KAMINSKI, 1979; PITT FORO, 1984; KOLBERG, 1992; 

FRIEDMAN et ai., 1997, 2000), perdigueiros alemães (PAGE & SCHROEDER, 

1982), collies (ORBÁN, 1933; SYNDER et a/., 1966; SHOJI et ai., 1985), 

labradores (SALMAN et ai., 1999), settler irlandês (KOLBERG, 1992; NIEVES et 

ai., 1997), e de raça indefinida (BHASKAR & RAPPAPORT, 1971; DA VIS et ai., 

1971; VALDRIGHI, 1976; WEST et ai., 1979; HOLLAND et a/., 1979b; SHOJI et 

ai., 1985; TAKAHASHI, 1985; ALLARD et a/., 1987; SOARES et ai., 1990; 

LEONARDO, 1992; BERBERT et ai., 2002). 

Os autores têm encontrado estreita similaridade nos processos de reparo 

dos dentes e estruturas de suporte entre humanos e cães em diversas situações 

clínicas (CITROME et ai., 1979). 

Para avaliação da resposta do tecido pulpar, ORBÁN, em 1933, investigou 

a ação do paraformoldeído, usando cães. BLOCK et ai., em 1979, avaliaram a 

antigenicidade de tecido pulpar de cães experimentais, antes e após incubação 

com cimento AH-26. SHOJI et ai., em 1985, conduziram estudo dos efeitos da 



irradiação do laser de C02 na polpa dental de cães de raça indefinida, num relato 

preliminar sobre o laser na pulpotomia. 

Vários estudos avaliaram a resposta dos tecidos periapicais de cães frente 

a diferentes materiais obturadores e técnicas de obturação. SNYDER et ai., em 

1966, utilizando collies, avaliaram os efeitos do cimento N2 . STRÕMBERG, em 

1969, num estudo comparativo entre diferentes materiais obturadores, observou o 

reparo periapical após pulpectomia total em cães. DAVIS et ai., em 1971, 

estudaram o reparo periapical e intra-canal em cães de raça indefinida, com 

canais radiculares incompletamente obturados. HOLLAND, em 1975, avaliou o 

reparo do coto pulpar e dos tecidos periapicais de cães de raça indefinida, após 

biopulpectomia e obturação de canal com duas diferentes substâncias. 

VALDRIGHI, em 1976, avaliou radiográfica e histopatologicamente, em cães de 

raça indefinida, a influência dos "espaços vazios" nos resultados dos tratamentos 

de canais radiculares. WEST et ai., em 1979, também utilizando cães de raça 

indefinida, conduziram estudo piloto em cães, sugerindo o recobrimento de cones 

de prata com Teflon de carga negativa. SOARES et ai. (1990a) avaliaram a 

influência do cimento obturador no comportamento dos tecidos periapicais de 

dentes de oito cães, após o tratamento endodôntico em uma ou em duas sessões. 

Em outro estudo, SOARES et a/. (1990b), utilizaram 120 raízes de dentes de cães 

para observar a resposta dos tecidos periapicais a cimentos endodônticos 

contendo hidróxido de cálcio. 
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Utilizando diferentes técnicas operatórias, LEONARDO et ai. (1994) 

avaliaram radiograficamente e bacteriologicamente reparo apical e periapical em 

dentes de cães com lesão periapical crônica induzida. 

A resposta dos tecidos periapicais também foi avaliada por BENATTI et ai., 

em 1985, em cães de raça indefinida, após o efeito do alargamento foraminal da 

porção apical do canal radicular. Em 1987, SOUZA FILHO et a/., avaliaram a 

influência do alargamento do forame apical no reparo de dentes de cães 

contaminados. Ainda SOUZA FILHO et ai., em 1996, avaliaram a influência do 

nível da obturação e do alargamento do forame apical no processo de reparo 

tecidual, em cães de raça indefinida. 

Utilizando cães labradores, SALMAN et a/., em 1999, conduziram avaliação 

de reparo após perfuração de furca com a utilização de membrana reabsorvível 

abaixo de ionômero de vidro resinoso modificado. RODRIGUES (2000), também 

avaliou, radiograficamente, reparo de lesões de turca após diferentes 

procedimentos de descontaminação e seiamento coronário em cães de raça 

indefinida. 

O modelo cão também tem sido utilizado para o estudo de microinfiltração 

coronária. FRIEDMAN et a/., em 1997, investigaram a penetração de bactérias 

intraorais, e a eficácia de cimentos endodônticos na prevenção de inflamação 

perirradicular, em dentes de beagles endodonticamente tratados. Para tal estudo, 

inocularam placa dental nas câmaras pulpares após duas semanas de 



preenchimento dos canais com material obturador. FRIEDMAN et a/., em 2000, 

avaliaram resistência à infiltração bacteriana coronária, de um cimento obturador 

endodôntico experimental de ionômero de vidro, utilizando cães beagle. GADÊ­

NETO et ai., em 2002, avaliaram in vitro e in vivo, a microinfiltração coronária 

utilizando dois materiais seladores provisórios e um definitivo, em pré-molares de 

cão de raça indefinida. 

ORBÁN, em 1932, bem sumarizou porque os cães são modelos ideais, 

quando afirmou que os dentes dos cães são mais sensíveis que os dos humanos, 

a qualquer tipo de injúria. Fazendo correlação deste fato com a maior 

permeabilidade da dentina e cemento no cão que nos humanos, conjecturou que, 

se o tratamento no muito mais sensível cão se prova satisfatório, o mesmo tipo de 

resultado pode ser esperado em humanos. 

2.1.1. ASPECTOS ANATÔMICOS E FUNCIONAIS DA DENTIÇÃO DO CÃO 

Os cães possuem uma dentição decídua e outra permanente. A decídua é 

composta de 3 incisivos superiores (1 1.12.1\ 3 incisivos inferiores 01. l2, b), 1 canino 

superior (C\ 1 canino inferior (C1), 3 molares superiores (M1
, M2

, M3) e 3 molares 

inferiores (M1, M2, M3). Na dentição permanente encontram-se 3 incisivos 

superiores (1 1.12
, 1\ 3 incisivos inferiores (1 1.12, b), 1 canino superior (C\ 1 canino 

inferior (C1), 4 pré-molares superiores (P\ P2, P3, P\ 4 pré-molares inferiores (P1, 

P2 , P3 , P4), 2 molares superiores (M1, M2
) e 3 molares inferiores (M1, Mz, M3) 

(SHABESTARI et ai., 1967). 
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Os dentes decíduos iniciam sua erupção por volta de três semanas após o 

nascimento, que se completa pelo final da quinta semana, na seqüência de 

caninos, incisivos e molares. A esfoliação destes temporários inicia-se por volta 

dos 11 O dias de idade. Os primeiros pré-molares, primeiros dentes permanentes a 

aparecer, erupcionam sem a presença de um precursor decíduo, por volta dos 106 

dias na maxila e 130 dias na mandíbula. Seguem-se os incisivos, os primeiros 

molares, os caninos e os pré-molares restantes. Os segundos e terceiros molares, 

últimos permanentes a aparecer, erupcionam por volta dos 150 e 175 dias, 

respectivamente. Portanto, ao final dos 6 meses, a dentição permanente está 

completa e pronta para função (SHABESTARI et ai., 1967). 

Os segundos, terceiros e quartos pré-molares inferiores são recomendados 

para pesquisa em capeamento pulpar e procedimentos endodônticos. O segundo 

pré-molar é usualmente unirradicular, mas pode ocasionalmente, ser similar aos 

segundos e terceiros pré-molares, que possuem uma raiz mesial e outra distai, 

com canais amplos o suficiente para permitir instrumentação da região apical com 

equipamento convencional. As coroas possuem forma de lâmina e a câmara 

pulpar evolui de um corno central proeminente para um pequeno corno mesial e 

outro distai, antes de adentrar aos canais radiculares (BARKER & LOCKETT, 

1971). 

A cavidade pulpar é muito mais ampla e a dentina mais delgada em cães 

em crescimento; no entanto, quando o cão está completamente maduro, a dentina 



ganha espessura, de modo que a cavidade pulpar de um cão adulto tem 

aproximadamente um quarto do diâmetro do dente (LAWSON et ai., 1967). 

Pela freqüência com que o cão tem sido utilizado nas investigações de 

reações periapicais e estudos de toxicidade de diferentes tipos de medicações 

endodônticas, MASSON et a/. (1992) conduziram estudo da anatomia do ápice 

radicular em 240 dentes permanentes de oito diferentes cães, com distintas faixas 

etárias. Observaram que um canal único principal estava sempre presente em 

cada raiz, mesmo nos dentes multirradiculados, e que havia uma redução no 

volume da polpa radicular com o aumento da idade, ratificando os achados de 

HARVEY et a/. (1985). Um forame apical único não foi observado. Em cada um 

dos dentes observou-se que, a alguns milímetros do término da raiz, o canal 

dividia-se em númerosas pequenas ramificações, irradiando-se perifericamente 

através da dentina e do cemento e terminando em diversas foraminas na 

superfície externa do cemento. A existência deste complexo delta apical, em todos 

os dentes de cães estudados, foi confirmada por microscopia eletrônica de 

varredura. Estes achados confirmaram os de TAKAHASHI et ai. (1982), 

TAKAHASHI (1985), e ROUSH et a/. (1989), em seus estudos prévios a respeito 

da arquitetura vascular apical em dentes de cão. BAL TIERI et ai. (2002), 

estudando a anatomia interna de 42 dentes de cães de raça indefinida, através do 

método de diafanização, encontraram deltas apicais em 78,2% dos dentes 

estudados, enquanto canais laterais foram encontrados em 7,2% dos casos, 

principalmente nos terços cervical e médio. A porcentagem de canais laterais 

encontrada em pré-molares e molares foi de 12,5% e 10%, respectivamente. 
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Em dentes humanos esta complexidade não é observada, porém, DE 

DEUS (1975) relatou que as foraminas que fonmam o delta ou deltas, são as 

ramificações mais comumente encontradas nas raízes dentárias (37,2% em média 

geral dos dentes), sendo mais frequentes nos molares e pré-molares superiores. 

Segundo HESS & KELLER (1988) as ramificações apicais estão presentes, em 

média, em 42 % dos casos, e o canal principal com frequência possui um trajeto 

tortuoso em sua terminação. A impossibilidade de limpeza mecânica desta região 

é aceita, pois a limpeza e a dilatação proporcionadas pelo preparo químico­

mecânico atingem apenas o canal principal (PANZARINI, 1996). 

O número de foraminas em dentes de cães é maior que em humanos, e as 

ramificações na câmara pulpar ocorrem com maior freqüência do que no dente 

humano. Estas características anatômicas devem contar pelo fato de que 

granulomas dentários são mais rapidamente produzidos em cães do que em seres 

humanos (HILL, 1932). 

Portanto, a marcada complexidade do ápice radicular do cão é considerada 

como um fator morfológico vantajoso quando se está empenhado em erradicar 

bactérias desta região. O ápice dental do cão, quando infectado, proporciona um 

rigoroso teste para métodos de eliminação de bactérias nesta região (BARKER & 

LOCKETT, 1971). 



2.2. MÉTODOS DE INDUÇÃO DE LESÃO PERIAPICAL NO 

MODELO ANIMAL CÃO 

A literatura descreve diferentes métodos que promovem a infecção intra­

radicular, induzindo lesão periapical em dentes de cães. 

MATSUMIYA & KITAMURA, em 1960, promoveram a exposição dos 

canais radiculares de 17 cães e os deixaram abertos, expostos ao meio oral por 

20-83 dias, para promover situação em que haveria infecção natural. Estes 

autores relataram ter comprovado, radiograficamente, que quase todos estes 

espécimes infectados apresentaram um processo inflamatório em sua região 

apical. Outros autores têm utilizado este método de indução de lesão periapical, 

com variações de período de exposição: SOUZA FILHO et ai., 1987, 45 dias; 

HOLLAND et ai., 1979a, 2 a 3 meses; ESBERARD, 1992, 90 dias; SNYDER et 

ai., 1966, 4 meses; HOLLAND et ai., 1992, PANZARINI, 1996, e OTOBONI 

FILHO, 2000, 6 meses. Todos observando radiograficamente, presença da área 

radiolúcida junto ao ápice dos dentes estudados. 

Em um segundo método relatado na literatura, os canais permanecem 

expostos para contaminação ao meio oral por apenas 5-7 dias, sendo depois 

então selados. Após o período de 30 dias, controles radiográficos quinzenais são 

procedidos. Em geral, após 45 dias as imagens radiolúcidas sugestivas de reação 

periapical são constatadas, radiograficamente, (LEONARDO et ai., 1994; 
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LEONARDO et ai, 1995; TANOMARU FILHO, 1996; SILVEIRA, 1997; 

BERBERT, 1999). 

Em dentes de cães com ápices incompletamente formados, LEONARDO et 

ai., (1993) utilizaram método em que o tecido pulpar foi cuidadosamente removido, 

e os canais permaneceram expostos ao meio oral por 5 dias para contaminação. 

Após este período, as cavidades foram seladas com óxido de zinco por período 

que variou entre 1 O a 15 dias, tempo que se mostrou suficiente para a formação 

de lesões periapicais. 

Um terceiro método é descrito, em que se realiza o arrombamento do 

forame apical, após o acesso e remoção da polpa radicular, permanecendo os 

canais expostos por 7 dias ao meio bucal, quando se promove o selamento da 

câmara pulpar. Controles radiográficos quinzenais são efetuados e, normalmente 

após 45 dias, observam-se imagens radiolúcidas sugestivas de reação periapical 

(SOARES, 1999). 

Outra variação de metodologia para indução de lesão periapical no modelo 

animal cão descrita é a em que, após a remoção da polpa radicular, os canais são 

inoculados com cultura de Streptococcus, hemolíticos ou não hemolíticos, (HILL, 

1932), e após 2-3 meses a reação periapical pode ser detectada 

radiograficamente (BARKER & LOCKETT, 1971). McCORMICK et a/., em 1983, 

inoculando Streptococcus gama hemolíticos em canais radiculares de cães beagle 

de 6 meses de idade, observaram extensiva destruição tecidual após 6 meses do 



início do experimento. Os autores ressaltaram a extrema virulência da cepa de 

microrganismos por eles utilizada para induzir infecção periapical. ALLARD et ai. 

(1987) induziram inflamação perirradicular em 44 canais radiculares de cães de 

raça indefinida, inoculando Streptococcus faeca/is, e mantendo selamento 

coronário por 6 meses. 

2.3. AVALIAÇÃO 

PERIAPICAIS 

RADIOGRÁFICA DAS LESÔES 

Em 1929, GOTTLIEB et a/. afirmaram que os raios-x não nos dizem 

se um material obturador endodôntico é irritante, ou nos dão conhecimento quanto 

ao comportamento do tecido periapical. Os raios-x são de valor para mostrar o 

crescimento de novo tecido ósseo. Mas, em hipótese alguma, podem os raios-x 

ser tomados como prova científica fidedigna. 

DIXON & RICKERT (1938) também registraram sua atenção quanto 

às limitações da avaliação radiográfica, particularmente no diagnóstico de 

patologias periapicais. 

SEL TZER et a/. (1964), correlacionaram lesões induzidas em cães, 

histológica e radiograficamente. Concluíram que o tamanho da lesão observada 

histologicamente, freqüentemente não correspondia aquele observado na 
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radiografia. Usualmente era maior. Observaram que esta diferença foi 

provavelmente devido a diversos fatores, entre eles: diferenças de angulação 

entre tomadas radiográficas, já que é difícil segurar a película na cavidade oral do 

cão; anatomicamente as cristas ósseas mandibulares do cão superpõem-se aos 

ápices dos dentes, tornando a visualização da lesão difícil ou impossível; e lesões 

inflamatórias envolvendo estrutura óssea trabeculada com freqüência não foram 

visualizadas na radiografia. 

SNYDER et a/. (1966), em estudo comparativo em dentes de collies 

com lesão induzida, não encontraram correlação entre o tamanho aparente da 

lesão, radiograficamente, e a atual extensão da lesão, histologicamente. A 

ausência de área radiolúcida na radiografia não descartou a presença de área 

patológica histologicamente. 

ROWE & BINNIE, em 1977, em dentes de cães com ápices 

incompletamente formados, correlacionaram a aparência radiográfica com as 

mudanças histológicas examinando 192 canais radiculares obturados 

endodonticamente, em pré-molares de cães. Não houve evidência de perda óssea 

em 129 ápices, mas inflamação periapical foi observada ao redor de 57 deles. Um 

espessamento periodontal foi observado em 32 dos ápices radiculares, porém ao 

redor de oito destes os tecidos periapicais estavam normais. 

PITT FORO, em 1984, também investigou a correlação entre exames 

radiográficos e histológicos de lesões periapicais em dentes de cães beagles. No 



geral, quando a extensão da inflamação aumentava o mesmo ocorria com o 

tamanho das lesões radiográficas. Por causa do formato da mandíbula dos cães 

beagles, não foi possível, durante a vida dos animais, tomar radiografias que 

dispusessem os dentes e os tecidos adjacentes claramente. Portanto concluiu o 

autor que radiografias são um substituto insatisfatório para o exame histológico na 

detecção de presença ou ausência de doença periapical em cães. 

ALLARD et a/. (1987) encontraram boa correlação entre seus achados 

radiográficos e microscópicos, em pesquisa de reparo de dentes cães com lesão 

periapical induzida tratados endodônticamente. 

LEONARDO et a/. (1994) também observaram correlação entre seus 

achados radiográficos e microscópicos em termos de sucesso de tratamento 

endodôntico. 

2.4. MICROBIOT A ORAL DO CÃO 

DILLON, em 1986, descrevendo a microbiologia canina, relatou que a 

cavidade oral abriga uma população microbiológica concentrada e variada, que é 

distinta das áreas próximas, como narinas, nasofaringe e orofaringe. No início da 

vida, o principal foco das bactérias é o dorso da língua. Com a erupção dos 

dentes, distintas microbiotas começam a colonizar suas superfícies coronárias e 
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acerca do sulco gengiva!, formando placa dental. Nos primeiros dias de vida, uma 

microflora predominantemente formada (90%) por Streptococcus é estabelecida. 

Outras bactérias desenvolvem-se à medida que o animal vai amadurecendo. 

Algumas espécies, como espiroquetas e Bacteroides, cujo habitat é o sulco 

gengiva!, não estão presentes até a erupção dos dentes. Alguns organismos 

Gram-positivos podem precipitar a formação de cáries dentais, embora esta 

ocorrência não seja consistentemente relatada em cães (SCHNECK, 1967) 

Bactérias podem invadir os tecidos moles, porém infecção é raramente 

estabelecida porque há uma resistência local. Contudo, a microbiota oral do cão 

tem grande potencial de virulência quando introduzida em outros tecidos 

(GOLDSTEIN etal., 1984; DILLON, 1986). 

SAPHIR & CARTER, em 1976, isolando e identificando a microbiota 

aeróbica encontrada em esfregaço gengiva! de cães, descreveram-na como sendo 

composta de: Streptococcus (82%), Staphylococcus (60%), Actínomyces (14%), 

Escherichia co/i (22%), Corynebacterium (26%), Pasteurella (22%), Caryophanon 

(20%), Mycoplasma (83%), Acinetobacter (1 0%), Moraxella (40%), Neisseria 

(20%), Enterobacter (2%), e Bacillus (12%). 

MISIRLIGIL & TUNCER, em 1990, afirmaram que os dados disponíveis 

sobre a microflora bacteriana oral de cães eram limitados. Em sua pesquisa, 

identificaram 100 espécimes isolados da cavidade oral desses animais. Apenas 17 

diferentes espécies foram isoladas, aeróbicas e anaeróbicas: houve 

predominância de Staphylococcus (coagulase +e-), e Escherichia co/i, levando os 



autores a concluírem que a predominância destas bactérias em seus achados 

ocorreu pelo hábito que o cão tem de lamber. 

GOLDSTEIN (1992), BROOK (1992) e ALLAKER et ai. (1992), estudando 

a microbiota oral nativa dos cães, relataram que Streptococcus spp., 

Staphylococcus intermedius, Haemophilus spp., Eikenella corrodens, Pasteurel/a 

multicocida e Neisseria spp. são espécies freqüentemente isoladas da boca do 

cão. 

NIEVES et a/. (1997) identificaram as bactérias de amostras de placa dental 

em dentes de cão e verificaram que a maioria das espécies isolada era Gram­

negativas, representadas em 90% por Pasteurella spp, e Pseudomonas spp. Os 

10% restantes eram Actinobacil/us ssp, Aeromonas ssp, Branhamella ssp, e 

Escherichia co/i. Cinqüenta e oito por cento das bactérias Gram-positivas isoladas 

eram Streptococcus spp. Os 42% Gram-positivos restantes eram Actinomyces ssp 

(26%) e Corynebacterium spp (16%). Dentre os anaeróbios estritos 39% eram 

Bacteroides spp. Os 61% anaeróbios restantes eram Prevotella spp (13%), 

Clostridíum spp (8.7%), Fusubacterium spp (8.7%), Porphyromonas spp (8.7%), e 

Propionibacterium spp (8,7%); seguidos de Lactobacillus spp (4.4%), 

Peptostreptococcus spp (4.4%), e Streptococcus morbilorum (4,4%). 

ALLAKER et a/. (1997), estudando a prevalência de espécies de 

Porphyromona e Prevotella em placas dentais de 34 cães, encontraram que 

Porphyromonas gíngivalis estavam presentes em 68% dos cães e em 47% das 
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amostras das placas. A contagem de P. gingivalis aumentou com a quantidade de 

placa e com o grau de gengivite. Prevotella intermedia, também relacionada com a 

quantidade de placa e grau de gengivite, estava presente em 44% dos cães e em 

23% das placas dentais. Esses autores também encontraram uma correlação 

significante entre a quantidade de placa, a extensão de gengivites e a idade do 

cão. 

Estudo realizado por LALIBERTÉ & MAYRAND (1983) mostrou que 

espécies de Porphyromonas gingiva/is isoladas de cães eram semelhantes às 

isoladas de amostras humanas, com exceção de algumas espécies caninas que 

podem ser catalase-positiva. 

Segundo DILLON (1986), a exposição pulpar e conseqüente necrose só 

ocorre em 1 O% dos cães. Entretanto, a microbiota desses canais infectados é 

pouco conhecida. Da mesma forma, a microbiota de dentes com polpas expostas 

ao meio oral, intencionalmente, para efeito de pesquisa, somente foi descrita pó 

FERREIRA et ai. (2002). 

2.5. MICROBIOTA ENDODÔNTICA HUMANA 

A Microbiologia Oral foi introduzida como ciência com a invenção do 

microscópio no século XVII por ANTONIE VAN LEEUWENHOEK (1632-1723), 



que descreveu as formas microbianas observadas no material que estava 

aderente em seus dentes. Deste modo, as bactérias da cavidade oral humana 

tornaram-se os primeiros microorganismos que foram descritos a uma sociedade 

científica (UZEDA, 2002). 

No final do século passado, MILLER (1894), através da análise 

bacteriológica de esfregaços obtidos de canais radiculares com polpas necróticas, 

comprovou a presença de bactéria, e salientou a importância dos mesmos na 

etiologia das alterações pulpo-periapicais. 

Somente muitos anos mais tarde, em 1965, é que se tornou esclarecido o 

papel desempenhado pelas bactérias e seus produtos na indução das infecções 

pulpares e perirradiculares (KAKEHASHI et ai., 1965). Os autores expuseram 

polpas dentais de ratos convencionais e germ-free ao meio bucal e demonstraram 

que nos animais convencionais ocorreu o desenvolvimento de inflamação crônica 

ou necrose, sempre associadas a lesões perirradiculares, enquanto que nos 

animais germ-free a resposta pulpar foi caracterizada pela presença mínima de 

inflamação e por deposição de dentina neoformada na área exposta, 

demonstrando a excelente capacidade reparadora da polpa na ausência de 

infecção. 
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Até então, devido o desconhecimento das técnicas de anaerobiose, os 

microrganismos predominantemente isolados dos canais radiculares com polpas 

necrosadas, eram as bactérias anaeróbias facultativas do grupo dos 

estreptococos, os enterococos, micrococos, difteróides, estafilococos, lactobacilos, 

bactérias entéricas e as espécies Candida, Neisseria e Veillonel/a (MORSE,1987). 

Impulsionada pelo desenvolvimento e aperfeiçoamento das técnicas de 

transporte, isolamento e cultivo de anaeróbios estritos, na década de 70 a 

Endodontia, como ciência, obteve um grande avanço. Considerável interesse foi 

gerado quanto ao papel desses microrganismos na patogênese das doenças 

endodônticas (SIQUEIRA JUNIOR & LOPES, 1999). 

SUNDQVIST, em 1976, avaliou as condições bacteriológicas de 32 canais 

de dentes unirradiculares com coroas hígidas e com polpas necrosadas em 

decorrência de trauma dentário, constatando que mais de 90% das cepas 

bacterianas isoladas eram anaeróbias estritas. As bactérias mais freqüentemente 

isoladas foram: Bacteroides melaninogenicus, fusobactérias, eubactérias e 

peptostreptococos. O número de espécies no interior dos canais variou de 1 a 12. 

Houve uma correlação positiva entre o tamanho da lesão perirradicular e a 

densidade e o número de espécies bacterianas presentes no canal. 



faeca/is, Pseudomona aeruginosa e Candida spp. (ERGSTRÕM & FROSTELL, 

1964; RANTA et ai., 1988; SUNDQVIST et ai., 1998). O Enterococcus faecalis 

tem sido um dos poucos microrganismos anaeróbios facultativos associados à 

periodontite apical persistente (ERGSTRÕM & FROSTELL, 1964; HAAPASALO 

et ai., 1983), aos casos de flare-ups (MATUSOW, 1995), às infecções secundárias 

e aos casos de retratamento com lesões perirradiculares refratárias (SUNDQVIST 

et ai., 1998). À propósito, SUNDQVIST (1992), enfatizou que os Enterococcus 

faecalis são capazes de causar e manter infecções de difícil tratamento porque 

são microrganismos resistentes a uma ampla variedade de agentes 

antimicrobianos. 

LOMÇALI et ai. (1996) estudaram na microscopia eletrônica de varredura 

os ápices de dentes com lesões periapicais crônicas. Zonas de reabsorção, 

bactérias e leveduras foram freqüentemente observadas nas superfícies 

radiculares. Placa bacteriana periapical e uma estrutura polida estavam presentes 

principalmente ao redor do forame apical maior. Depósitos de um tecido 

semelhante a cemento indicativo de reparo foram vistos próximos a algumas áreas 

de reabsorção. Observaram ainda células elásticas fortemente aderidas a 

depressões semelhantes a crateras. Os autores sugeriram que microrganismos de 

um canal radicular infectado podem com sucesso invadir os tecidos periapicais, 

podendo ser um significante fator etiológico na patologia periapical. 



Esses achados foram confirmados posteriormente por BYSTRÕM & 

SUNDQVIST (1983); SUNDQVIST (1992); SUNDQVIST (1994); GOMES et ai. 

(1994 a,b; 1996a,b,c) pela constatação da prevalência de bactérias anaeróbias 

estritas nos canais radiculares infectados. BAUMGARTNER & FALKLER JR 

(1991) isolaram e identificaram bactérias presentes nos 5.0 mm apicais do canal 

radicular de dentes com exposições pulpares por cárie e lesão periapical, e 

relataram que 68% dos microrganismos isolados foram anaeróbios estritos. 

A literatura endodôntica é incisiva em afirmar que as infecções por 

microorganismos anaeróbios estritos ocorrem na presença de tecido necrótico, 

suprimento sanguíneo tecidual comprometido ou após infecção por aeróbios e 

anaeróbios facultativos capazes de diminuir o potencial de oxirredução nos tecidos 

e promover interações positivas e antagônicas entre as bactérias 

(BERGENHOLTZ & CRAWFORD, 1989; MARSH & MARTIN, 1992; 

SUNDQVIST, 1992; SUNDQVIST, 1994; GOMES et a/., 1994 a,b; 1996a,b,c). 

Enquanto que certas espécies bacterianas anaeróbias estritas parecem 

estar envolvidas com o desenvolvimento de alguns aspectos clínicos de origem 

endodôntica (SUNDQVIST, 1976; YOSHIDA et ai., 1987; GOMES et ai., 1994a, 

1996a), algumas espécies aeróbias ou anaeróbias facultativas estão associadas a 

infecções persistentes do canal radícular podendo comprometer o sucesso da 

terapia endodôntica. Dentre estas se destacam os estreptococos, o Enterococcus 
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MOLANDER et ai. (1998) examinaram microbiologicamente 100 dentes 

tratados endodonticamente com lesão periapical radiograficamente evidenciadas e 

20 dentes sem sinais de patologia periapical, cujo retratamento foi indicado por 

razões técnicas. Cento e dezessete cepas bacterianas foram isoladas em 68 

dentes do grupo com patologia apical. Na maioria dos casos uma ou duas cepas 

foram encontradas em cada dente. As espécies anaeróbias facultativas 

predominaram entre todas as isoladas (69%). Enterococcus foi o gênero mais 

frequentementemente isolado. Em 11 dentes do grupo sem patologia apical, 

nenhuma bactéria foi isolada, enquanto nos nove dentes remanescentes foram 

isoladas 13 espécies bacterians. Concluíram que a microbiota dos canais 

obturados difere tanto qualitativamente como quantitativamente daquela 

encontrada nos dentes com polpa necrótica sem tratamento endodôntico. Os 

autores alertaram que por terem sido isolados microrganismos de dentes sem 

sinais de patologia periapical, do ponto de vista clínico, pode ser sugerido que 

todo dente tratado endodonticamente deve ser considerado como potencialmente 

infectado. 

Está comprovado que as bactérias predominantes em infecções periapicais 

são as anaeróbias estritas, como por exemplo, os bacilos Gram-negativos 

Porphyromonas, Prevotella e Fusobacterium spp. Esses microrganismos estão 

associados ao desenvolvimento de lesões periapicais (TANI-ISHII et ai., 1994), 

bem como ao desenvolvimento de alguns aspectos clínicos de origem endodôntica 

(SUNDQVIST, 1976; YOSHIDA et a/., 1987; NISENGARD, et ai., 1997; GOMES 

et ai., 1994,1996a). 
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3. PROPOSIÇÃO 

1. Analisar, radiograficamente, o crescimento de lesões periapicais 

induzidas em dentes de cães pelo método experimental em que as cavidades 

pulpares permanecem expostas ao meio oral por um período de 120 dias. 

2. Identificar a composição da microbiota dos canais radiculares de dentes 

de cães com lesão periapical induzida. 

3. Investigar a existência de relação entre o tamanho da lesão periapical 

induzida, o comprimento do dente e a microbiota identificada. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 SELEÇÃO DOS CÃES E AMOSTRAS 

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram utilizados cinco cães, 

fêmeas, sem raça definida, pesando de 10 a 14 Kg, com aproximadamente 12 a 

18 meses de idade, de aparência sadia. Provenientes do Canil Central da 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), a partir de doação pela 

Prefeitura local, os cães haviam sido vacinados (anti-rábica - Defensor, Pfizer 

Animal Health, New York, U.S.A.), vermifugados (Canex- SESPO, Paulínia, 

SP) e submetidos à quarentena. Durante o período do experimento os animais 

foram mantidos no biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba -

UNICAMP, em baias limpas e arejadas, tratados com ração canina balanceada e 

água "ad libitum". Seu manuseio seguiu normas previstas pela Lei Federal n° 

6.638, de 8 de maio de 1979 (VIEIRA & HOSSNE, 1998) 

Foram selecionados segundos (P2), terceiros (P3) e quartos (P4) pré­

molares, da arcada inferior, totalizando 26 dentes, intactos, livres de cárie e 

doença periodontal, apresentando então boas condições clínicas e ausência de 

lesão periapical. As mesmas manobras e técnicas operatórias foram seguidas em 

todos eles. 
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4.2 ANESTESIA 

Previamente a cada intervenção, os animais estiveram em jejum por 12-24 

horas, mas acesso a água foi irrestrito. Isto foi importante não apenas para reduzir 

o risco de vômito, mas também o risco de intussuscepção (GREEN, 1979). 

A conduta anestésica utilizada, descrita por (MASSONE, 1999), é 

reconhecidamente mais prática e segura. 

Para cada intervenção, os animais foram pré-anestesiados, recebendo uma 

injeção subcutânea de sulfato de atropina (Atropina 1% Fraga- FARMAGRíCOLA 

S. A IMPORTAÇÃO E EXPORTAÇÃO- Mairiporã- SP), no intuito de diminuir a 

salivação e neutralizar as arritmias que pudessem ocorrer (FISCHER & KLINGE, 

1994), na dosagem de 0,044 mg/Kg de peso do animal, utilizando-se seringa de 1 

mL (insulina). Após um período de 15 minutos, procedeu-se a anestesia com uma 

associação de xilasina (Rompun - BA VER S.A. Saúde Animal, São Paulo - SP) e 

ketamina (Francotar - VIRBAC DO BRASIL IND. E COM. L TOA, Roseira - SP) 

(MORELAND & GLASER, 1985; FISCHER & KLINGE, 1994; GADÊ-NETO, 

2000), nas dosagens de 1 mg/Kg e 15 mg/Kg respectivamente, injetada por via 

intramuscular. 



Este protocolo produziu boa anestesia e relaxamento, proporcionando um 

considerável tempo de trabalho, entre 30-40 minutos (MORELAND & GLASER, 

1985; FISCHER & KLINGE, 1994). No decorrer da intervenção, foi necessário 

manter o procedimento anestésico com aplicação de doses complementares, 

constituídas de metade da dosagem inicial da associação xilasina/ketamina, via 

intramuscular. 

Na realização dos procedimentos intra-orais, o animal foi colocado em 

posição decúbito dorsal, com manutenção da abertura bucal através da 

interposição de um abridor de boca entre os caninos. 

4.3 FASE INICIAL DO EXPERIMENTO 

Previamente às intervenções, foram feitas radiografias periapicais para 

diagnóstico dos dentes selecionados, com a finalidade de observação das 

condições de normalidade radicular. Nas tomadas radiográficas, utilizou-se 

aparelho de Raios-X (Modelo Time-X 66- GNATUS EQUIPAMENTOS MÉDICO­

ODONTOLÓGICOS L TOA, Ribeirão Preto, SP) e tempo de exposição padronizado 

em 0,6 segundos. A técnica foi a do paralelismo (FREITAS et ai., 2000), com 

posicionador radiográfico infantil (PRISMA INSTRUMENTOS ODONTOLÓGICOS 

L TOA, São Paulo - SP). Utilizou-se filme Ultra-speed (Eastman Kodak, Rochester, 

USA) e as radiografias foram realizadas em duplicata, sendo uma revelada 
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manualmente pelo método tempo/temperatura e outra processada 

automaticamente (Dent-X 9000 - AFP lmaging Corporation, Elmsford, USA). 

Visando o início do experimento em condição de saúde oral semelhante 

para todos os cães, os dentes selecionados foram submetidos à raspagem 

coronária e profilaxia com ultra-som, na primeira intervenção (Fig. 4.1-A e 4.1-B). 

4.4 INDUÇÃO DA LESÃO PERIAPICAL 

Todos os procedimentos clínicos foram feitos por um único operador. Para 

melhor visualização do campo operatório (SOUZA FILHO & TEIXEIRA, 1999), 

estes foram realizados com a utilização de microscópio clínico odontológico 

(Modelo M900, DF VASCONCELLOS- SP) (Fig. 4.2). 

Todo o instrumental e material utilizados nos procedimentos operatórios 

foram esterilizados em autoclave (Autoclave Cristófoli H 3000 - CRISTÓFOLI 

EQUIPAMENTOS DE BIOSSEGURANÇA L TOA, Campo Mourão, PR) a 135 ° C, 

por 20 minutos. 

Depois da tomada radiográfica inicial, raspagem e profilaxia coronária, foi 

realizada a anestesia terminal infiltrativa à base de cloridrato de lidocaína com 

adrenalina 1:100. 000 (Lidocaína 100- DFL INDÚSTRIA E COMt:RCIO LTDA, 

Rio de Janeiro, RJ). A seguir, nos dentes selecionados, foram procedidas as 



aberturas coronárias com pontas esféricas diamantadas n° 1011 (KG Sorensen -

KG SORENSEN IND. COM. L TOA, Barueri, SP), montadas em turbina de alta 

rotação, refrigeradas a ar e água. O ponto de eleição para o inicio do acesso à 

câmara pulpar foi em direção ao corno pulpar mais proeminente, localizado abaixo 

da maior cúspide do dente (Fig. 4.3A). As aberturas oclusais foram 

complementadas com pontas diamantadas tronco-cônicas de extremidade inativa 

n° 3082 (KG Sorensen - KG SORENSEN IND. COM. L TOA, Barueri, SP), dando a 

conformação apropriada à cavidade, de acordo com a anatomia interna do dente, 

removendo-se todo o teto da câmara pulpar (Fig. 4.3-B). Desgaste compensatório, 

para proporcionar um acesso livre e reto aos canais radiculares (Fig. 4.3-C), foi 

realizado com a utilização de brocas de Largo n° 2 (Maillefer- Baillagues, Suíça). 

Removida a polpa coronária, realizou-se irrigação da câmara pulpar com 

soro fisiológico. A seguir, com base nas radiografias para diagnóstico (Fig. 4.4-A), 

efetuou-se a exploração dos canais radiculares com lima tipo K n° 15 (Maillefer -

Baillagues, Suíça) até que fosse atingida a parada ou platô apical, estrutura 

anatômica que se situa aproximadamente de 1 ,5 a 2 mm do ápice dentário 

(SOARES, 1999), e que serviu-nos como referencial. Confirmado este nível para a 

determinação do Comprimento Real de Trabalho (CRT), através de tomada 

radiográfica periapical (Fig. 4.4-B), procedeu-se o acesso aos canais radiculares 

para extirpação pulpar. Utilizaram-se, seqüencialmente, brocas de Gates-Giidden 

(Maillefer - Baillagues, Suíça) de números 2 e 1, seguidas por limas tipo Hedstrôen 

de números 20 a 30 (Hedstrôen File Colorinox Maillefer- Baillagues, Suíça), com 

o auxílio de irrigação copiosa com soro fisiológico e aspiração. 
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Figura 4.1-A. Aspecto clínico antes da profilaxia com ultra-som. 

Figura 4.1-B. Aspecto clínico após a profilaxia com ultra-som. 
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Figura 4.2. Aspectos clínicos de indução de reação periapical, com o 
auxílio do microscópio clínico odontológico. 
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Figura 4.3- Acesso: A- Ponto de eleição; B- Forma de contorno; 
C- Aspecto final. 
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Figura 4.4-A. Radiografia inicial. 

Fiaura 4.4-B. Radioarafia de confirmacão de odontometria. 
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Os dentes permaneceram abertos, com exposição da cavidade pulpar ao 

meio oral, por aproximadamente 120 dias (SNYDER et ai., 1966), para que 

houvesse a contaminação microbiana, e se instalassem lesões periapicais 

detectáveis radiograficamente. 

Ao término de todas as intervenções, os animais foram acomodados em 

local isolado, com ventilação e temperatura adequadas, para a reanimação pós-

anestésica. 

4.5 ANÁLISE RADIOGRÁFICA DAS LESÕES PERIAPICAIS 
INDUZIDAS 

Controles clínicos e radiográficos foram efetuados mensalmente, até 

observação de imagens radiolúcidas, sugestivas de lesão periapical crônica, o que 

ocorreu após aproximadamente 120 dias, quando os cães sofreram nova 

intervenção. Neste momento, foram repetidos os procedimentos anestésicos, o 

exame clínico intra-oral foi conduzido para observação de possíveis condições de 

anormalidade, como fraturas ou fístulas. 

Em seguida, foram feitas tomadas radiográficas, segundo os mesmos 

parâmetros descritos na fase inicial do experimento, para constatação da 

presença de lesão periapical crônica. 
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Figura 4.5. Mensuração das imagens radiográficas das lesões periapicais utilizando o 
software lmagelab. 
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Para mensurar as imagens das lesões periapicais induzidas, as imagens 

radiográficas foram capturadas através de scanner, sendo então sido avaliadas 

pelo "software" lmagelab 98 versão 2.4 (SOFTIUM INFORMÁTICA LTDA - São 

Paulo, SP), e suas dimensões mensuradas segundo área e perímetro (Fig. 4.5), 

por três diferentes examinadores, em diferentes dias, sem referência aos registros 

anteriores. 

4.6 ANÁLISE MICROBIOLÓGICA DOS CANAIS 

RADICULARES 

4.6.1 COLETA DAS AMOSTRAS 

Princípios, previamente detalhados na literatura por GOMES et a/ (1994); 

GOMES (1995); GOMES et a/ (1996a,b,c); GOMES (2002), foram observados 

nos procedimentos de coleta das amostras dos canais radiculares: 

1. Utilização de técnicas assépticas durante a coleta da amostra. 

2. Remoção dos contaminantes coronários. 

3. Isolamento absoluto do dente. 

4. Descontaminação do campo operatório. 

5. Promoção de um fácil acesso aos instrumentos utilizados para 

coleta das amostras. 

6. Evitar contaminação química do espaço pulpar. 

7. Coletar amostras eficientemente e efetivamente. 
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Portanto, antes da coleta da amostra, foram realizadas raspagem e 

profilaxia coronária com ultra-som, e o isolamento absoluto foi procedido com 

lençol de borracha, preso ao arco de Ostby, e fixado com auxílio de grampos. A 

seguir, promoveu-se o vedamento da interface coroa/lençol com cianocrilato 

(Super Bonder - LOCTITE BRASIL L TDA, ltapevi, SP) (OTOBONI FILHO, 2000), 

para evitar a infiltração com saliva. Procedeu-se então a primeira 

descontaminação do campo operatório (dente, grampo, lençol de borracha, arco e 

cianocrilato) com a utilização de swabs esterilizados umedecidos primeiramente 

em H20 2 a 30% (v/v), e depois em NaOCI 5.25% por 30 segundos cada, sendo 

subseqüentemente neutralizados com solução de tiossulfato de sódio a 5% 

(MÕLLER, 1966). 

Cuidadosa remoção dos detritos que preenchiam a câmara coronária com a 

utilização de sonda exploradora reta (Fig. 4.6-A e B) foi promovida. Em seguida, 

executou-se a descontaminação da câmara com as mesmas soluções, aplicadas 

com "microbrush" (Microbrush-original disposable applicators - MICROBRUSH 

CORPORATION, USA) (Fig. 4.7-A). Com intuito de evitar a contaminação química 

do espaço pulpar, o excesso de hipoclorito do "microbrush" foi removido em gaze 

esterilizada, e logo após sua aplicação, o mesmo foi neutralizado com utilização 

de tiossulfato de sódio a 5% em outro "microbrush". 
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Figura 4.6-A. Aspectos clínicos dos dentes antes da limpeza 
e descontamiCI;ação coronária. 

Figura 4.6-B. Remoção de detritos da câmara pulpar. 
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A seguir, seqüencialmente, três pontas de papel absorventes esterilizadas 

n° 20 ou 25 (dependendo do diâmetro do canal) foram introduzidas no 

comprimento de trabalho, aí permanecendo por 60 segundos (KOBAYASHI et ai., 

1990). Cada uma das pontas absorventes, ao ser removida do canal, foi 

imediatamente introduzida em eppendorf (Microtubes MCT-150-C, 1.5 ml Clear­

AXYGEN INC, Union City, Califórnia - USA) esterilizado contendo três bolinhas de 

vidro e 1 ml de meio de transporte pré-reduzido RTF (Reduced Transport Fluid) 

(SYED & LOESCHE, 1972) (Fig. 4.7-B). A adição das bolinhas de vidro tem por 

finalidade produzir uma dispersão satisfatória das bactérias das pontas de papel 

no meio de transporte, quando da sua agitação (KOBAYASHI et a/., 1990; 

WIKSTRÕM et ai., 1993). Este eppendorf, devidamente identificado de acordo 

com o dente do qual a coleta procedia, foi transportado para o laboratório de 

Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP- UNICAMP. 

A coleta das amostras dos canais radiculares foi realizada sob fluxo 

contínuo de nitrogênio, para manter a viabilidade das bactérias anaeróbias (BERG 

& NORD, 1973). Esse procedimento foi realizado com o auxílio de um cilindro de 

gás nitrogênio, ao qual se acoplam uma válvula de segurança (WHITE MARTINS, 

MOD. R 86-n - São Paulo, SP), uma mangueira e uma cânula aspiradora 

endodôntica, formando um dispositivo que direciona o gás somente para a região 

do dente no qual foi realizada a coleta. O tempo máximo entre a realização da 

coleta e o seu processamento laboratorial foi de 4 horas. 
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Figura 4.7-A. Descontaminação da câmara pulpar 

Figura 4.7-B. Coleta das amostras microbiológicas 
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4.6.2 INOCULAÇÃO E INCUBAÇÃO 

Já no laboratório, no interior da cabine de anaerobiose (DON 

WHITLEY SCIENTIFIC, Bradford, UK), o tubo de eppendorf contendo RTF e as 

pontas de papel absorventes foram agitados mecanicamente (Agitador de tubos 

tipo vortex modelo MA 162 MARCONI EQUIPAMENTOS PARA 

LABORATÓRIOS L TOA, Piracicaba, SP) por 60 segundos. A seguir, 100 1-1L da 

amostra foram removidos do referido tubo e diluições seriadas a 1/10, 1/100, 

1/1.000, e 1/10.000, utilizando FAB (Fastidious Anaerobe Broth- LAB M., Bury, 

UK) pré-reduzido, foram realizadas (Fig. 4.8-A). Cinqüenta 1-1L de cada diluição 

foram inoculados em placas pré-reduzidas contendo FAA (Fastidious Anaerobe 

Agar - LAB M., Bury, UK), acrescido de sangue (5% sangue de carneiro 

desfibrinado), contendo ou não meios seletivos para anaeróbios (OXOID -

Basingstoke, Inglaterra) (Fig. 4.8-B), as quais foram incubadas na câmara de 

anaerobiose (Fig. 4.8-C), a 3rC numa atmosfera de 10% de H2, 10% C02 e 80% 

N2 até 14 dias, para permitir a detecção de organismos de crescimento lento. 

Cinqüenta 1-1L foram também inoculados ern uma placa de Brain Heart lnfusion 

(BHI, OXOID, Basingstoke, UK) ágar sangue, a qual foi incubada aerobicamente a 

37°C por 2 dias, para permitir o crescimento de organismos aeróbios ou 

facultativos. 
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Figura 4.8 - Processamento microbiológico das amostras: 
A- Diluição seriada da amostra; 
8- Inoculação em placas de agar-sangue; 
C- Incubação em câmara de anaerobiose. 
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Figura 4.9- Fases da Identificação Microbiana: 
A- Cultura primária; 8- Lupa estereoscópica; 
C- Estufa de 02; 0- Câmara de anaerobiose; 
E- Cultura pura; 
F- Gram; G- Catalase; H- Kits de identificação bioquímica. 
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Para o isolamento primário de fungos, o material da coleta só foi cultivado 

após 24-48 horas, quando foi inoculado em uma placa de Agar Dextrose 

Sabouraud (OXOID- Basingstoke, UK) e incubado aerobicamente. 

As amostras do canal radicular foram inoculadas e incubadas como a 

seguir: 

• Placas de ágar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA 

(Fastidious Anaerobe Ágar), 37° C, anerobicamente, por 2, 5 e 14 dias, para 

permitir o crescimento de anaeróbios estritos e facultativos. 

• Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + NAL 

(ácido nalidíxico), 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias, para selecionar 

anaeróbios Gram-positivos a actinomicetos. 

• Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro+ FAA + NAL + 

VAN (vancomicina), 37 o C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias, para selecionar 

anaeróbios Gram-negativos. 

• Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro+ FAA + VAN + 

KAN (kanamicina), 37 o C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias, para selecionar 

anaeróbios Gram-negativos (particularmente os "bacilos formadores de pigmento 

preto"). 

• Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro+ FAA + NEO 

(neomicina), 37" C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias, para selecionar 

clostrídios e outros anaeróbios. 
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• Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + Brain Heart 

lnfusion (BHI) agar (OXOID, Basingstoke, UK), aerobicamente a 37° C, por 1 dia, 

para permitir o crescimento de organismos aeróbios ou facultativos. 

• Placas de agar contendo Sabouraud Dextrose Agar (OXOID, 

Basingstoke, UK), 37° C, aerobicamente, por 2 dias, para permitir o crescimento 

de leveduras. 

Este estudo utilizou meios de cultura pré-fabricados na forma de pó 

desidratados, que foram preparados de acordo com as orientações do fabricante 

(ANEXO 11). O meio de transporte RTF foi preparado de acordo com a fórmula 

original, descrita por SYED & LOESCHE em 1972 (ANEXO 1). 

4.6.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO MICROBIANA 

Após a incubação, cada placa {Fig. 4.9-A) foi examinada em lupa 

estereoscópica (LAMBDA LET 2 - Atto lnstruments CO, Hong Kong) em aumento 

de 3 vezes (Fig. 4.9-B). Os diferentes tipos de colônias foram subcultivadas em 

meios de culturas recém-preparados, para obter culturas puras de tantas espécies 

presentes nos canais quanto fossem possíveis para serem estudadas 

posteriormente. A identificação inicial foi feita de acordo com as características 

macroscópicas das colônias na placa, observando-se: tamanho, cor, forma, 

elevação, borda, superfície, textura, consistência, opacidade, efeito no agar e 
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efeito no sangue (nenhum, hemólise parcial, hemólise total). As colônias puras 

foram então isoladas em duas placas contendo 5% de sangue de carneiro+ FAA, 

e testadas quanto ao seu requerimento gasoso, colocando-se uma placa na estufa 

de 02 (Fig. 4.9-C) e outra na câmara de anaerobiose (Fig. 4.9-D), e observando 

em qual condição gasosa houve crescimento bacteriano. Ou seja, se cresceram 

somente em estufa de 02 eram aeróbias, em ambas: facultativas e se somente na 

cabine anaeróbica: anaeróbias estritas. As colônias que cresceram somente em 

anaerobiose foram também plaqueadas em duplicata, sendo que uma placa foi 

colocada novamente na câmara de anaerobiose e a outra na câmara de C02 (IG 

150 C02 lncubator- JOUAN S.A., Saint-Herblain, Cedex, França), para que se 

pudesse especificar se eram anaeróbias estritas ou capnofílicas. Em seguida, as 

culturas puras (Fig. 4.9-E) foram identificadas de acordo com sua morfologia e 

coloração pelo método do Gram (Fig. 4.9-F) e testadas quanto à produção de 

catalase (Fig. 4.9-G). 

Os seguintes métodos de identificação foram utilizados para a 

especificação primária dos organismos isolados (Fig. 4.9-H): 

• RapiD ANA 11 System (lnnovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., 

USA) para os cocos Gram-positivos e bastonetes Gram-negativos de 

pigmento negro anaeróbios obrigatórios. 

• API Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) para os estreptococcus 

(cocos Gram-positivos catalase negativa). 
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• API Staph (Bio Mérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) para os estafilococos e 

micrococos (cocos Gram-positivos, catalase positiva). 

• Rapid ID 32A (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) para os bastonetes 

Gram-positivos e Gram-negativos, anaeróbios obrigatórios. 

• RapiD NH System (lnnovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, Ga., USA) 

para Eikenella, Haemophilus, Neisseria e Actinobacil/us. 

4.6.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados coletados, referentes aos aspectos radiográficos e 

microbiológicos dos dentes estudados, foram introduzidos numa planilha de 

cálculo (QUATRO PRO, Bordland lnternational Inc., Scotts Valley, CA, EUA) e 

estatisticamente analisados usando SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, 

lllinois, EUA). O teste de "Pearson chi-square", ou o "Fisher's Exact test", quando 

apropriado, foi escolhido para testar a hipótese nula de que não existe correlação 

entre os aspectos clínico-radiográficos das lesões periapicais induzidas e os 

aspectos microbiológicos estudados. 
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5. RESULTADOS 

5.1 ANÁLISE ClÍNICA E RADIOGRÁFICA DAS LESÕES 

PERIAPICAIS INDUZIDAS 

5.1.1 ANÁLISE CLÍNICA 

Sinais de dor ou desconforto oral em cães incluem bater com as patas na 

face ou boca, esfregar a cara no chão ou paredes, mastigação ou movimentos de 

deglutição excessivos ou inapropriados (BURROWS & HARVEY, 1985). Quando 

a condição progride, o cão pode pender sua cabeça para um lado, ter seus hábitos 

alimentares alterados, perder peso. A sensibilidade é particularmente notada após 

a ingestão de alimentos ou água (DILLON, 1986). Os cães utilizados nesta 

pesquisa foram observados diariamente. Todos toleraram bem os procedimentos, 

e nenhum demonstrou sinais de sofrimento durante o período de observação. 

Foram procedidos exames clínicos, com sondagem periodontal e 

avaliações radiográficas aos 15, 30, 60 e 90 dias. Não houve evidência de edema, 

trajeto fistuloso ou alterações periodontais associados a qualquer dos dentes 

envolvidos neste estudo. Foi observada grande quantidade de detritos que 

preenchia a câmara pulpar, porém não houve presença de fraturas no tempo 

deste experimento, com exceção de um dente, onde se observou fratura 

coronária. 
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Dos 26 dentes inferiores estudados, 9 foram segundos pré-molares (P2), 

nove foram terceiros pré-molares (P3), e oito foram quartos pré-molares (P4). Isto 

devido a presença de anodontia do P 4 em um dos cães. 

O comprimento real de trabalho (CRT) dos dentes variou entre 9 e 14 mm 

(Anexo 111). Os P2 apresentaram média de CRT de 9,83 mm, os P3 de 10,83 mm e 

os P4 apresentaram as maiores médias de CRT, 13,87 mm (Fig. 5.1). 

5.1.2 ANÁLISE RADIOGRÁFICA 

Na análise radiográfica, observou-se indução de lesões periapicais em 

todos os dentes estudados no período de 120 dias. 

A média das áreas das imagens radiográficas foi de 0,06 cm2 para P2; 0,12 

cm2 para P3 e O, 17 cm2 para P4 (Fig. 5.2). A média dos perímetros das lesões 

periapicais induzidas foi de 1,5 mm para os P2 , 2 mm para os P3 e 2,5 mm para os 

P 4 (Fig. 5.3). 

A análise estatística dos dados demonstrou associação entre os dentes de 

menor CRT e as menores áreas de imagem radiográfica de lesão periapical 

(p=0,02). Da mesma forma, houve associação entre os dentes de maior CRT e as 

maiores áreas de imagem radiográfica de lesão periapical (p=0,02). 
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5.2 MICROBIOT A DOS CANAIS RADICULARES 

Foram isoladas 70 bactérias cultiváveis, as quais pertenciam a 16 diferentes 

gêneros e 34 diferentes espécies (Tab. 5.1). As espécies microbianas isoladas de 

cada dente podem ser visualizadas no Anexo 111. 

Houve uma associação positiva entre os dentes de maior CRT e os dentes 

com maior número de microrganismos identificados (Fig. 5.4). 

O crescimento bacteriano foi verificado em 21 dos 26 dentes envolvidos 

nesta pesquisa, com o número de espécies por canal variando de O a 9 (Fig. 5.5). 

Os dentes com as maiores médias de CRT, P4, apresentaram crescimento 

microbiano em 100% dos casos. 

Anaeróbios facultativos corresponderam a 77,14 % do total de bactérias 

isoladas, sendo encontrados em canais radiculares de 19 dentes. Por sua vez, 

anaeróbios estritos foram isolados de 10 dentes, correspondendo a 22,8 % do 

total de bactérias. Os canais radiculares apresentaram uma microbiota 

predominantemente Gram-positiva (Fig. 5.6). 

Na análise dos aspectos radiográficos e microbiológicos, não houve 

associação estatisticamente significante entre estes dois aspectos. Entretanto, 
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verificamos que em dentes com menores áreas de lesão havia uma menor 

porcentagem de anaeróbios estritos por canal (33,3%) quando comparados com a 

porcentagem (40 - 41 ,7%) encontrada nos dentes com lesões maiores. Quanto à 

relação existente entre área da lesão e número de espécies microbianas isoladas 

por coleta, observou-se que quanto maior a área da lesão, maior o número de 

espécies microbianas isoladas, de tal forma que os dentes com maiores médias 

das áreas das lesões periapicais (P3 e P 4) apresentarvam frequentemente 

infecções com 4 ou mais microrganismos (Anexo 111). 

Os anaeróbios facultativos mais freqüentemente isolados dos canais 

radiculares foram: Neisseria siccal subflava (7/26), Streptococcus bovis I (4/26), 

Propionibacterium propionicum (4/26) e P. acnes (4/26). Prevotella oralis foi a 

espécie anaerobia estrita mais isolada (5/26). 

Os gêneros bacterianos mais frequentemente isolados estão relacionados 

na Figura 5.7. 
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Figura 5.1. Média do Comprimento Real de Trabalho (mm). 

Figura 5.2. Média da Área das lesões periapicais (cm2
). 

Figura 5.3. Média do Perímetro das lesões periapicais (mm). 

Figura 5.4. Média do Número de Microorganismos. 
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Tabela 5.1. Microrganismos isolados de 26 canais de dentes de cães com lesão 
periapical induzida. 

Espécies microbianas 
Neisseria sicca lsubflava 
Prevotella oralis 
Streptococcus bovis I 
Propionibacterium acnes 
Propionibacterium propionicum 
Actinomyces odontolyticus 
Bifidobacterium ssp. 
Staphylococcus intermedius 
Streptococcus bovis 11 
Streptococcus suis 11 
Streptococcus salivarius 
Staphylococcus aureus 
Lactococcus lactis cremoris 
Enterococcus faecalis 
Enterococcus faecium 
Enterococcus avium 
Streptococcus spp. 
Peptostreptococcus anaerobius 
Peptostreptococcus spp. 
Actinomyces naeslundii 
Actinomyces israel/i 
Staphylococcus capitis 
Staphylococcus lentus 
Staphylococcus epidermidis 
Staphylococcus xylosus 
Porphyromonas gingivalís 
Bacteroides uniformis 
Bacteroides capil/osus 
C/ostridium tyrobutyricum 
C/ostridium clostridiforme 
Abiotrophia adiacens 
Aerococcus viridans 1 
Aerococcus viridans 3 
Lactobacil/us acidophilus 
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N° de canais 
7 
5 
4 
4 
4 
3 
3 
3 
2 
2 
2 
2 
2 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

%de canais 
26.9 
19.2 
15.4 
15.4 
15.4 
11.5 
11.5 
11.5 
7.7 
7.7 
7.7 
7.7 
7.7 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
3.8 
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Figura 5.5. Distribuição de espécies microbianas em 26 canais de dentes de cães 
com lesão periapical induzida. 
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6. DISCUSSÃO 

Para o estudo microbiológico dos canais radiculares, seguindo os princípios 

já detalhados por GOMES (1995), houve a necessidade da promoção de um fácil 

acesso aos instrumentos utilizados para a coleta das amostras, além da remoção 

de todo teto da câmara pulpar. Desta forma, as aberturas coronárias foram 

estendidas no sentido mésio-distal, com remoção da ponte de esmalte vestíbulo­

lingual, porém sem destruição da cúspide mediana, o que difere do método de 

acesso descrito por outros autores (LEONARDO, 1992; TANOMARU FILHO, 

1996; SILVEIRA, 1997; BERBERT, 1999). Estes, com o objetivo de propiciar 

maior resistência às paredes dentárias e evitar possíveis fraturas, realizaram uma 

abertura coronária na fossa mesial e outra na distai da face oclusal dos dentes, 

mantendo a ponte vestíbulo-lingual. Entretanto, no presente estudo, embora a 

referida ponte tenha sido removida, com exceção de um dente, não houve a 

presença de fraturas coronárias. 

Neste trabalho, a utilização do microscópio clínico, que pode propiciar 

visualização de aspectos internos e profundos do canal radicular, com ampliação 

de até 20 vezes e melhor iluminação do campo operatório (SOUZA-FILHO & 

TEIXEIRA, 1999, 2001), foi de grande importância para a condução de todas as 

fases da metodologia. Com este recurso, a abertura de acesso coronário foi 
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conduzida conservadoramente e a localização dos canais foi facilitada, 

concordando com BALDASSARI-CRUZ et ai. (2002), que demonstraram o 

aumento da habilidade do clínico na localização de canais de difícil acesso. O 

microscópio também facilitou a remoção da grande quantidade de contaminantes 

coronários que preenchiam a câmara pulpar, que ficaram expostas ao meio oral 

por todo o período do experimento. Além da remoção mecânica dos 

contaminantes coronários, de acordo com princípios que devem ser observados, 

foi realizada a descontaminação do campo operatório previamente à coleta 

microbiológica (MÕLLER, 1966; BYSTRÕM & SUNDQVIST, 1983; GOMES, 

1995; GOMES et a/., 1994, 1996 a,b,c; GOMES, 2002; BAUMGARTNER et a/., 

1999; SIQUEIRA et ai., 2001). 

O método clássico da coleta e cultura bacteriana pode sofrer interferências 

de agentes químicos ou físicos, dando falsos resultados. No presente trabalho, 

após o processamento das coletas, em 5 dentes não foi conseguido o cultivo de 

bactérias. Este fato pode ser devido a descontaminação do campo operatório, que 

foi realizada com H202 a 30% e NaOCI 5,25% (DOUGHERTY et ai., 1998; 

PINHEIRO et ai., 2003). Embora estas substâncias tenham sido neutralizadas 

com tiossulfato de sódio 5%, uma possível contaminação química do espaço 

pulpar pode ter ocorrido devido ao menor comprimento radicular e ao maior 

diâmetro dos canais dos dentes de cães. 
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Os resultados mostraram que os canais com ausência de crescimento 

bacteriano apresentavam menores comprimentos de trabalho (CRT), enquanto 

crescimento bacteriano foi observado em 1 00% das coletas dos dentes com 

maiores CRT. 

Tradicionalmente, a identificação bacteriana tem incluído cultura em meios 

sólidos ou líquidos e crescimento baseado em métodos bioquímicas. Estes 

procedimentos são usualmente laboriosos, caros, e consomem muito tempo. Além 

disto, dificuldades podem ser observadas quando se avaliam infecções mistas, 

como nos canais radiculares, pelo método de cultura. Durante a década passada, 

métodos genéticos moleculares foram sendo usados para identificação bacteriana 

em amostras clínicas, sem a necessidade de cultura (MORAES et ai., 2002). 

Estima-se que menos de 1% das bactérias do planeta e menos de 50% das 

presentes na microbiota oral não sejam cultiváveis É possível que muitos 

patógenos verdadeiros ainda não tenham sido detectados, pois o método de 

cultura, mais amplamente utilizado, pode não ser sensível o suficiente (SIQUEIRA 

& LOPES, 1999). Em trabalho de WADE et ai., 1997, algumas cepas de P. 

endodontalis e de F. nucleatum, foram apenas detectáveis pela técnica molecular, 

não sendo cultiváveis. A cultura pode falhar no crescimento de microrganismos 

anaeróbicos fastidiosos (SIQUEIRA et ai., 2001). Além disto, é conveniente 

lembrar que resultados negativos não indicam apenas ausência de bactérias, mas 
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também concentração bacteriana insuficiente para que ocorra o crescimento em 

meio de cultura, ou falha na técnica microbiológica. 

NIEVES et ai. (1997), em pesquisa de identificação bacteriana de placas 

dentárias de cães, com método de cultura, observou que alguns gêneros não 

puderam ser especificados porque as características das colônias ou as 

características bioquímicas não puderam ser correlacionadas com espécies 

conhecidas daquele gêneros. 

Portanto, sugerimos que em trabalhos futuros, métodos moleculares 

(SOCRANSKY et a/., 1994; SIQUEIRA JUNIOR et ai., 2000, 2001), além da 

cultura, sejam usados para identificação de microrganismos em canais radiculares 

de cães com lesão induzida. Os resultados obtidos pelos métodos de 

identificação, clássico e molecular, poderiam então ser comparados (MORAES et 

ai., 2002). 

Pela metodologia empregada neste estudo, as coletas microbiológicas dos 

canais radiculares revelaram uma microbiota predominantemente anaeróbia 

facultativa e Gram-positiva. Essa microbiota difere daquela encontrada em canais 

radiculares com polpas necrosadas e lesão periapical em dentes humanos, que 

apresentam uma microbiota predominantemente anaeróbia estrita com iguais 

proporções de bactérias Gram-positívas e Gram-negativas (SUNDQVIST, 1992; 

GOMES, 1995; GOMES et ai., 1994, 1996a,b,c; GOMES, 2002; 
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BAUMGARTNER et ai., 1999). Embora tenha sido isolado um maior número de 

bactérias anaeróbias facultativas, os métodos microbiológicos empregados neste 

estudo foram adaptados para isolar o maior número de espécies bacterianas 

possível, inclusive anaeróbios estritos (GOMES, 1995; GOMES et ai., 1994, 1996 

a,b,c; GOMES, 2002). 

A microbiota presente no interior do sistema de canais radiculares é o 

resultado de fatores de seleção, tais como: tensão de oxigênio, fatores nutricionais 

e interações bacterianas, formando um ambiente propício para o desenvolvimento 

de determinadas espécies (SUNDQVIST, 1992). A presença de uma maior 

proporção de anaeróbios facultativos nos canais estudados pode estar relacionada 

ao fato desses dentes possuírem menores comprimentos, o que pode dificultar a 

geração de anaerobiose na porção apical desses canais, diferentemente do que 

ocorre em dentes humanos (BAUMGARTNER et a/., 1991, SUNDQVIST, 1992). 

Enquanto estes apresentam, em sua maioria, comprimento médio entre 19 e 27 

mm (DE DEUS, 1960), os CRT dos dentes estudados variaram entre 9 e 14 mm. 

Observou-se no presente estudo que a proporção de anaeróbios estritos era 

menor nos dentes com menor CRT. Estes dentes, que eram representados em 

sua maioria pelos P2, também apresentaram menores áreas de lesões períapícaís 

induzidas. Da mesma forma, os P4 apresentaram os maiores CRT e as maiores 

áreas de lesão, e os P3, valores intermediários entre os P2 e os P 4. 
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Embora sem associação estatisticamente significante, observou-se que 

quanto maior a área da lesão, maior o número de espécies microbianas isoladas, 

o que concorda com os achados prévios de SUNDQVIST (1976) (1992). 

SELTZER et ai. (1964), SNYDER et ai. (1966), ROWE & BINNIE, (1974) 

não observaram correlação entre o tamanho aparente da lesão periapical, 

radiograficamente, e a real extensão da lesão, histologicamente, e PITT FORO 

(1984) conclui que as radiografias não são um substituto satisfatório para o exame 

histológico na detecção de presença ou ausência de doença periapical em cães. 

Entretanto, ALLARD et a/. (1987) e LEONARDO et a/. (1994) observaram boa 

correlação entre seus achados radiográficos e microscópicos. 

Neste estudo, as áreas das imagens das lesões periapicais nas radiografias 

variaram de 0,06 a O, 17 cm2
. Sugerimos, então que estudo futuro avalie 

histologicamente o desenvolvimento de lesões periapicais induzidas. ALLARD et 

ai. (1987) e LEONARDO et ai. (1994) observaram boa correlação entre seus 

achados radiográficos e microscópicos. 

Durante o tempo do experimento, clinicamente, não foram observadas 

exarcebações agudas. Sabendo-se que os processos agudos estão relacionados 

à presença de bactérias anaeróbias estritas e Gram-negativas (GOMES, 1995; 

GOMES et ai, 1994, 1996 a,b,c, GOMES, 2002), a ausência, nos casos 

estudados, de aspectos clínicos característicos de processos agudos (edema e 
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abscessos) pode ser explicada pela presença de uma microbiota endodôntica 

predominantemente anaeróbia facultativa e Gram-positiva. 

Na cavidade oral do cão, há uma prevalência de espécies de Streptococcus 

e Staphylococcus, seguidos de Actinomyces e enterobactérias (DILLON 1976; 

MISIRLIGIL & TUNCER, 1990; STEPANOVIC et ai., 2001). Nosso trabalho 

mostrou que os Streptococcus e Staphylococcus também são importantes 

componentes da microbiota de canais radiculares infectados pela metodologia 

empregada, na qual os canais estavam em contato direto com o meio oral. A 

microbiota periodontal de dentes de cães tem sido estudada (KORNMAN et ai., 

1981; RENVERT et ai., 1996), porém, trabalhos que identifiquem a microbiota de 

canais radiculares desses animais são escassos na literatura. 

Com o objetivo de melhor estudar o modelo cão para a pesquisa em 

Endodontia, foram realizados trabalhos nos quais se avaliou a microbiota dos 

canais radiculares (FERREIRA et ai., 2002) e a evolução radiográfica de lesões 

periapicais (RABANG et ai., 2002) utilizando dois métodos de indução: dentes 

contaminados com a microbiota oral por 1 semana e posteriormente selados; e 

dentes que permaneceram abertos por todo período do experimento. Nesses 

estudos, observou-se que nos canais dos dentes selados houve uma maior 

proporção de anaeróbios estritos e as lesões induzidas nesses dentes foram 

significantemente maiores que as dos dentes mantidos abertos. Alguns dentes 

que foram selados também desenvolveram abscessos durante o período 

79 



experimental, e reabsorções radiculares externas foram observadas em algumas 

imagens radiográficas dos dentes desse grupo. 

Quando analisamos os resultados da microbiota dos canais radiculares 

infectados no presente estudo, em que os dentes foram mantidos expostos ao 

meio oral, verificamos que, por este método de indução, esta difere 

substancialmente da microbiota dos canais radiculares necrosados em dentes 

humanos. O método de indução de lesões periapicais em cães utilizando dentes 

selados após a contaminação (FERREIRA et ai., 2002), permitiu a formação de 

uma microbiota mais representativa das situações clínicas encontradas nos 

pacientes indicados para o tratamento endodôntico, sendo, portanto, mais 

apropriado para estudos microbiológicos utilizados na Endodontia. 
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7. CONCLUSÃO 

Embasados nos resultados obtidos e nas condições experimentais 

adotadas neste estudo, concluiu-se que; 

1. O método de indução empregado, em que os canais radiculares ficaram 

expostos a contaminação do meio oral pelo período de 120 dias, produziu lesões 

periapicais. 

2. A microbiota dos canais radiculares de dentes de cães com lesão 

periapical induzida, por exposição ao meio oral, é predominantemente anaeróbia 

facultativa e Gram-positiva, representada pelos gêneros Streptococcus e 

Staphylococcus. 

3. Existe uma relação entre comprimento do dente, tamanho da lesão e o 

tipo de microbiota. 
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ANEXO I 

1. MEIO DE TRANSPORTE 

1.1. RTF- Reduced Transport Fluid * 

1.1.1. Descrição 

É um meio não seletivo de transporte e estocagem. Com exceção de 0,02% 

de dithiothreitol (DTT), que é adicionado ao meio como um agente redutor, não há 

nenhum outro componente que propicie o crescimento bacteriano. A adição de 

uma pequena concentração de EDTA (0,1M) ao RTF promove uma distribuição 

mais uniforme das células bacterianas. Como EDTA atua como um agente 

quelante, sua incorporação ao RTF é útil por se ligar a cátions bivalentes, como 

Ca+2
, que estão presentes em altas concentrações na placa e contribuem para a 

agregação da placa bacteriana. 

RTF não contem agentes bacteriostáticos que poderiam afetar a 

multiplicação de bactérias na amostra. Conseqüentemente, crescimento pode 

ocorrer neste meio, se a amostra contiver nutrientes que permitam a multiplicação 

*Syed AS, Loesche WJ. Survival of human dental plaque fiara in various transpor! media. Appl 

Microbiol1972: 24: 638-644. 
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por período limitado. Contudo, não foi comprovado crescimento de 

microrganismos da placa neste meio. Embora sua eficiência como um meio de 

estoque varie de acordo com a natureza da amostra, o desempenho do RTF é 

melhor do que outros meios já testados. A suplementação do meio com 

Dithiothreitol (DTT) o torna mais resistente à oxidação em condições de aerobiose. 

A viabilidade dos organismos pode ser mantida neste meio quando congelado. A 

adição de Resazurin ao RTF indica se houve ou não oxidação durante o 

experimento. 

1.1.2. Fórmula 

Solução 1 (Estoque) 

0,6g 

100m L 

Solução 2 (Estoque) 

Na CI 1,2g 

KHzP04 0,6g 

(NH4)2S04 1,2g 

Mg so4 0,25g 

HzO 100ml 
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RTF 100ml 
~--- ------------------------------------------------------- ---------------------------------------------------------
Solução 1 7,5ml 

Solução 2 7,5ml 

EDTA 0, 1M (0,3722g/10ml) 1ml 

Na2C03 8% (0,4g/5ml) O,Sml 

Dithiothreitol1% (0,05g/5ml) 2m L 

Resazurin O, 1% (0,01 g/1 Oml) 0,1ml 

HzO 81 ,4ml 
. ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
pH: 7 ± 0,2 
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ANEXO 11 

1. MEIOS DE CULTURA 

1.1 Fastidious Anaerobe Ágar (FAA) - LAB M (Bury, UK) 

1.1.1. Descrição 

Meio capaz de favorecer o crescimento dos anaeróbios isolados 

clinicamente. As peptonas são incorporadas para a máxima estimulação de 

crescimento. Amido e bicarbonato atuam como agentes desintoxicantes, enquanto 

a hemina favorece a produção de pigmento nos "Bacteroides" produtores de 

pigmento preto. Agentes específicos de estimulação de crescimento: cisteína para 

Fusobacterium spp, Propionibacterium acnes, e Bacteróides fragilis; arginina para 

Eubacterium spp.; pirofosfato solúvel para Porphyromonas asaccharolytica. 

Piruvato contribui para a neutralização do peróxido de hidrogênio e pode ser 

também utilizado pela Vei/lonella spp. como fonte de energia. Vitamina K e 

succinato de sódio fornecem fatores essenciais de crescimento para alguns 

anaeróbios, como também O, 1% de glicose. O nível baixo de glicose impede a 

produção de níveis elevados de ácidos e álcoois que podem inibir o crescimento 

bacteriano. 
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1.1.2. Preparo 

Adicionar 23,0 g do pó em 500 ml de água deionizada. A suspensão deve 

ser mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. É esterilizada por 

autoclavagem a 121°C por 15 min e resfriada a 47 °C. Então adicionar 

assepticamente 5% de sangue desfibrinado de carneiro, misturar bem e distribuir 

nas placas de petri. 

1.1.3. Aparência 

Vermelho devido à adição de sangue. O meio fica escuro (reduzido) mais 

tarde devido à adição de redutores. 

1.1.4. Armazenagem do meio preparado 

Placas: até 7 dias a 4 °C fora do alcance da luz. 

1.1.5. Inoculação 

Plaqueamento na superfície da placa. 
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1.1.6. Incubação 

37 °C anaerobicamente (80% H2, 10% N2, 10% C02 , por períodos de 48 

horas e 7 dias). 

1.1.7. Fórmula 

------------·----------------------·--·--·--·--------------------------·-·-·-----------------------------g!C~-------· 
Mistura de peptonas 23,0 

Cloreto de sódio 5,0 

Amido solúvel 1 ,O 

Ágar n° 2 12,0 

Glicose 0,4 

Piruvato de sódio 1 ,O 

HCL cisteína monoidratada 1 ,O 

Hemina 0,5 

Vitamina K 0,001 

L-argínína 1 ,O 

Pirofosfato solúvel 0,25 

Succinato de sódio 0,5 

pH: 7,4 ± 0,2 

Este meio pode ser enriquecido através da adição de Vitamina K1 e 

Hemina: 
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1.2. Solução Vitamina K, (1 mg/mL)- Sigma-Aidrich, USA. 

1.2.1. Preparo 

Pese O, 1 g de Vitamina K1 e adicione a um tubo contento 100 ml de 

etanol absoluto. Armazene o vidro em refrigerador, devidamente vedado e 

protegido da luz. Para usar como suplemento para o meio de cultura adicione 1 

iJLimL. 

1.3. Solução de Hemina (5 mg/mL) - Sigma-Aidrich, USA. 

1.3.1. Preparo 

Dissolva 0,5 g de Hemina em 10 ml de Hidróxido de sódio (1N). 

Complete com água destilada até atingir 100 ml. Autoclave a 121°C por 15 

minutos. Para usar como suplemento para o meio de cultura adicione 1 iJLimL. 

Este meio pode se tornar seletivo para várias espécies de anaeróbios 

através da adição do antibiótico apropriado: 

1.4. FAA (Fastidious Anaerobe Ágar)+ NAL (ácido nalidíxico-X 091)- LAB­

M, Bury-UK 
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Meio seletivo para anaeróbios Gram-positivos não formadores de esporos. 

1.4.1 Preparo 

Para 500ml de água deionizada + FAA (g) + 5% de sangue desfibrinado de 

carneiro, utiliza-se um vidro de ácido nalidíxico (X091) (5 mg), previamente diluído 

em 5 ml de água destilada, adicionando-o assepticamente ao meio estéril e 

resfriado à 47°C. 

Concentração final: Ácido nalidíxico=0,01 mg/MI 

1.5. FAA + NAL+ VAN (Vancomicina-X090)- LAB-M, Bury-UK 

Meio seletivo para anaeróbios Gram-negativos. 

1.5.1. Preparo 

Para 500ml de água deionizada + FAA (g) + 5% de sangue desfibrinado de 

carneiro, utiliza-se um vidro de ácido nalidíxico (X091) (5mg) e um vidro de 

vancomicina (X090) (1 ,25 mg), previamente diluídos em 5ml de água destilada, 
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em seguida as misturas são adicionadas assepticamente ao meio estéril e 

resfriado à 47°C. 

Concentração final: 

Ácido nalidixico=0,01mg/ml 

Vancomicina=0,0025mg/ml 

1.6. FAA + NEO (neomicina-X015)- LAB-M, Bury-UK 

Meio seletivo para clostridios e outros anaeróbios, como Bacteroides fragilis 

e alguns cocos anaeróbios. 

1.6.1. Preparo 

Para 500ml de água deonizada + FAA (g) + 5% de sangue de carneiro, 

utiliza-se um vidro de neomicina (37,5 mg) que é previamente diluído em 5ml de 

água destilada. Em seguida a mistura é adicionada assepticamente ao meio estéril 

e resfriado a 47°C. 

Concentração final: neomicina=0,075mg/ml 
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1.7. FAA + VAN(X090) + KAN (Kanamicina-X018)- LAB-M, Bury-UK. 

Meio seletivo para anaeróbios Gram-negativos, particularmente bactérias 

produtoras de pigmento negro. 

1.7.1 Preparo 

Para 500mL de água deionizado + FAA (g) + 5% de sangue de desfibrinado 

de carneiro, um vidro de vancomicina (X090) ( 1 ,25 mg) e um vidro de Kanamicina 

(X018) (37,5 mg) que são previamente diluídos em 5mL de água destilada. Em 

seguida as misturas são adicionadas assepticamente ao meio estéril e resfriado à 

47°C. 

Concentração final: Vancomicina =0,0025mg/mL; Kanamicina=0,075mg/mL 

1.8. FAA +SUPLEMENTO ANAERÓBICO G-N 

Anaerobe Selective Supplement G-N (OXOID, Hamshire-UK) 

Suplemento seletivo para anaeróbios Gram-negativos. 

Cada vidro é suficiente para suplementar 500mL de meio. 

1.8.1. Composição 
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Hemina 2,50mg 

Menadiona 0,25mg 

Succinato sódico 1,23mg 

Ácido nalidíxico 5,0mg 

Vancomicina 1,25mg 

1.8.2. Preparo 

Agregar ao vidro 1 Oml de água destilada e misturar suavemente até 

dissolver completamente. Agregar o conteúdo do vidro a 500ml de meio de 

cultura + 5% de sangue desfibrinado de carneiro que deve estar a 47°C. Misturar 

bem e distribuir em placas de petri estéreis. 

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

1.9.1. Descrição 

Meio de cultura líquido capaz de favorecer o crescimento de bactérias 

anaeróbias e facultativas. As peptonas são incorporadas para a máxima 

estimulação de crescimento. Vitamina K, hemina e L-cisteína são também fatores 

de crescimento para alguns anaeróbios. L-cisteína e tioglicolato de sódio reduzem 

o Eh (redox) do meio e o ágar inibe a absorção do oxigênio. 
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1.9.2. Preparo 

Dispensar 14,85g do pó em 500 ml de água deionizada. A mistura é 

dispensada em tubos que são deixados semiabertos durante a esterilização, que é 

feita por autoclavagem a 121°C por 15 min. Os tubos são fechados o mais rápido 

possível após a autoclavagem. 

1.9.3. Aparência 

Amarelo claro. 

1.9.4. Armazenagem 

Em tubos com tampas, até 3 meses a 15-20 °C fora do alcance da luz. 

1.9.5. Inoculação 

Se usado como meio de cultura com sangue, uma diluição mínima de 1:10 

deve ser usada. 

1.9.6. Incubação 

37 °C por 24-72 horas. Tubos bem fechados. 
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1.9.7 Fórmula 

---------------------------------------------------------------------------------------------- -------- -- 9/.L_ --------
Mistura de peptonas 15,0 

Cloreto de sódio 2,5 

Extrato de levedura 1 ,O 

Ágar n° 1 0,75 

L-cisteína 0,5 

Hem i na 0,005 

Vitamina K 0,005 

Resazurina 0,001 

Bicarbonato de sódio 0,4 

pH: 7,4 ± 0,2 

1.10. Brain Heart lnfusion Ágar (BHI)- LAB M (Bury, UK) 

1.10.1. Descrição 

Este meio foi desenvolvido inicialmene para o isolamento de patógenos 

orais. Com a adição de 5% de sangue desfibrinado, este meio permite o 

crescimento da maioria dos microrganismos fastidiosos. O fosfato tamponado 

ajuda neutralizar os ácidos produzidos pela utilização da glicose, mantendo a 

viabilidade dos microrganismos_ Este meio não é recomendado para a 

determinação das reações hemolíticas porque contém glicose em sua 

composição. 

118 



1.10.2. Preparo 

Adicionar 24.5 g do pó em 500 ml de água deionizada. A suspensão deve 

ser mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. É esterilizada por 

autoclavagem a 121°C por 15 mine 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. 

1.1 0.3. Aparência 

Amarelo claro (sem a adição de sangue) ou vermelho devido à adição de 

sangue. 

1.1 0.4. Armazenagem 

Placas: até 7 dias a 4 °C no escuro. 

1.10.5. Inoculação 

Em superfície. 
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1.1 0.6 Incubação 

Tempo e temperatura para cada microrganismo. 

1.10.7. Fórmula 

-------------------------------------------------------------------------------------------------g;(L, ______________ _ 
Infusão de sólidos de cérebro e coração 17,5 

Proteose petona 

Glicose 

Cloreto de sódio 

Fosfato di-sádico 

10,0 

2,0 

5,0 

2,5 

Ágarn°2 12,0 
. ---------------------------------------------------------------------------- ----------------------------------------
pH: 7,4 ± 0,2 

1.11. Brain Heart lnfusion Broth (BHI)- LAB M (Bury, UK) 

1.11.1. Descrição 

Meio de infusão isotônico rico em triptose (uma mistura de carne e petonas 

do leite) promovendo uma ampla gama de substratos. Uma concentração baixa de 

glicose é utilizada para estimular o crescimento precoce. É ligeiramente 

tamponado para impedir a morte rápida de algumas espécies devido á produção 

de ácido. 
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1.11.2. Preparo 

Dispensar 18,5 g do pó em 500 mL de água deionizada. A suspensão deve 

ficar em repouso por 1 O minutos, sendo a seguir dissolvida sob aquecimento 

brando, antes de ser dispensada em tubos que são deixados semiabertos durante 

a esterilização. A esterilização é feita por autoclavagem a 121°C por 15 min. Os 

tubos são fechados o mais rápido possível após a autoclavagem. 

1.11.3. Aparência 

Amarelo claro. 

1.11.4. Armazenagem 

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

1.11.5. Inoculação (como meio de cultura para sangue) 

Usar um volume mínimo de 50 ml de meio e adicionar sangue numa 

diluição de 1:10 a 1:20. Usar em conjunto com um meio de cultura anaeróbico. 
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1.11.6. Incubação 

37 °C aerobicsmente até 15 dias. 

1.11.7. Fórmula 

------------------------------------------------------------------------------------------------g/L ________________ _ 
Infusão de sólidos de cérebro de boi 12,5 

Infusão de sólidos de coração 5,0 

Proteose peptona 10,0 

Glicose 2,0 

Cloreto de sódio 5,0 

Fosfato di-sódico 2,5 

pH: 7,4 ± 0,2 

1.12. Brucella Medium Base (OXOID, Hampshire-UK) 

1.12.1. Descrição 

As peptonas são incorporadas para máxima estimulação do crescimento 

microbiano. A glicose fornece fatores essenciais de crescimento para alguns 

anaeróbios. O nível baixo de glicose impede a produção de níveis elevados de 

ácidos e de álcoois que poderiam inibir o crescimento microbiano. O ágar inibe a 

absorção do oxigênio e corrente de propagação. 
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1.12.2. Preparo 

Misturar 22,5g do pó a 500ml de água deionizada. A suspensão deve ser 

mantida em repouso por 10 minutos e depois agitada. Autoclavagem a 121°C por 

15 minutos e resfriada a 47°C. Adicionar assepticamente 5% de sangue 

desfibrinado de carneiro, 500ul de Hemina e menadiona preparados previamente. 

Misturar bern e distribuir em placas de petri estéreis. 

1.12.3. Aparência 

Vermelho devido à adição de sangue. O meio fica escurecido após 

acrescentar a hemina. 

1.12.4. Armazenagem 

Placas: até 7 dias a 4°C fora do alcance da luz. 

1.12.5. Inoculação 

Plaqueamento na superfície da placa. 
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1.12.6. Incubação 

A 37°C anaerobicamente em atmosfera de 80% H2, 1 O% N2, 1 O% C02, por 

períodos entre 48 horas e 7 dias. 

1.11.7. Fórmula 

················ ................................................................................... 9f_L _______ ...... . 
Peptona 10,0 

Extrato de carne 

Glicose 

Cloreto de sódio 

5,0 

10,0 

5,0 

Agar 15,0 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
pH: 7,5 ± 0,2 

2. Kits de identificação microbiana 

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

2.1.1. Descrição 

Api 20 Strep é um método padronizado que combina 20 testes bioquímicas 

que permitem a identificação, em grupos ou espécies, da maioria dos 

Streptococcus encontrados na microbiologia médica. 
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A fita do Api 20 Strep consiste em 20 microtubos contendo substratos 

desidratados para demonstração da atividade enzimática ou fermentação de 

açúcares. 

Os testes enzimáticos são inoculados com uma suspensão densa de 

microrganismos, feita de uma cultura pura, que é utilizada para reidratar os 

substratos enzimáticos. Os produtos metabólicos finais produzidos durante o 

período de incubação são revelados através de reações caracterizadas por 

alterações cromáticas que ocorrem espontaneamente ou por adição de reagentes. 

Os testes de fermentação são inoculados com um meio enriquecido 

(API GP Medium) que reconstituem os substratos de açúcares. A fermentação de 

carboidratos é detectada por uma mudança no indicador de pH. 

As reações são lidas de acordo com o quadro de leitura do manual do 

fabricante, e a identificação obtida no catálogo "Api 20 Strep Analytical Profile 

lndex". 

2.1.2. Materiais 

Cada Kit contém: 

- 25 fitas API 20 STREP 
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- 25 caixas para incubação 

- 25 ampolas de API GP Medium 

- 25 folhas de resposta 

- 25 swabs 

Produtos adicionais que não estão incluídos no Kit: 

- Meio para suspensão: Suspension Medium, 2 ml 

- Reagentes: NIN, VP 1, VP 2, ZVM A, ZVM B 

- Padrão de McFarland 

- Pipetas pláticas 

- Óleo mineral 

- Catálogo: Api Staph Analytical Profile lndex 

- Rack para ampolas 

- Placas de ágar-sangue 

Equipamentos laboratoriais requeridos: 

- Estufa de incubação a 37 °C 

- Refrigerador 

- Bico de Bulsen 

- Cabine ou jarra de anaerobiose 
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2.1.3. Procedimentos para identificação 

Microrganismos são cultivados em placas de ágar-sangue por 18-24 horas 

a 37 °C, em condições aeróbicas ou anaeróbicas, de acordo com as melhores 

condições de crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente 

confirmada pela morfologia e coloração do Gram, produção de catalase e 

requerimento gasoso. Esses procedimentos permitem a identificação primária das 

amostras como cocos Gram-positivos, catalase negativos e anaeróbios 

facultativos. 

Um swab estéril de algodão é utilizado para inoculação da bactéria no meio 

para suspensão "Suspension Medium" ou em água destilada estéril, para formar 

uma suspensão bacteriana homogênea com a turbidez equivalente ao padrão de 

McFarland 4. 

Cinco ml de água são colocados no recipiente de incubação para manter a 

umidade da atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa. 

Uma pipeta estéril é então utilizada para preencher os microtubos da tira do 

Api Strep com o inóculo 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 suspensão para dentro dela, mistura bem, e preenche a segunda metade da 
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fita (testes de ribose-RIB até glicogênio-GL YG). O recipiente para incubação é 

tampado, e incubado a 37 °C por 4 horas. 

Após o período de incubação, são adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 

no teste do piruvato de sódio (VP); ZYM A e ZYM B no teste de PYRA até LAP, e 

NIN no teste HIP. Todas as reações são lidas baseadas em cores que são 

classificadas como reações positivas e negativas de acordo com o quadro do item. 

Os resultados são colocados em uma folha de resposta, os números 

correspondentes às reações positivas são somados, e os códigos numéricos 

obtidos correspondem a uma determinada espécie bacteriana e são interpretados 

no catálogo "Api Strep Analytical Profile lndex". 

2.2. Rapid ID 32 Strep - BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, F rance. 

2.2.1. Descrição 

Rapid ID 32 A é um sistema de identificação para streptococos e 

microrganismos relacionados utilizando testes enzimáticos estandardizados e 

miniaturizados. Cada Kit contém 25 fitas, recipientes para incubação, folhas de 

resultados e um manual do Kit. Cada fita consiste de 32 cúpulas que são utilizadas 

para testes e contêm substratos desidratados. Após o período de incubação de 4 
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horas, as reações podem ser lidas visualmente, e a identificação obtida usando o 

catálogo "Rapid ID 32 A Analytical Profile lndex."ou o mini API. 

2.2.2. Materiais 

Produtos adicionais que não estão incluídos no Kit: 

Meio para suspensão: Suspension Medium, 2 ml 

- Reagentes: FB, NIN, VP A, VP B 

- Padrão de McFarland 

- Pipetas 

- Swabs estéreis 

- Catálogo: Rapid ID 32 Strep Analytical Profile lndex 

Equipamentos laboratoriais requeridos: 

- Estufa de incubação a 37 °C 

- Refrigerador 

- Bico de Busen 

2.2.3. Procedimentos para identificação 

Microrganismos são cultivados em placas Ágar sangue. A cultura pura foi 

anteriormente confirmada pela morfologia e coloração de Gram, produção de 
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catalase e requerimento gasoso. 

Um swab estéril de algodão é utilizado para inoculação da bactéria no meio 

líquido "Suspension Medium" ou em água destilada estéril para formar uma 

suspensão bacteriana homogênea com a turbidez · equivalente ao padrão de 

McFarland 4,0. 

Uma pipeta estéril é então utilizada para preencher as cúpulas com o inóculo 

bacteriano preparado no "Suspension Medium". Duas gotas de óleo mineral são 

adicionadas a cúpula URE (1.0). O recipiente para incubação é tampado, e 

incubado a 37°C anaerobicamete por 4 horas. 

Após o período de incubação, são adicionados os reagentes VP A e VP B no 

teste do VP (cúpula 0.0); FB nos testes APPA a GTA (cúpulas 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 e 

0.5); e NIN no teste de HIP (cúpula 0.6). Todas as reações são lidas após 5 

minutos baseadas em cores que são classificadas como reações positivas e 

negativas. 

Os resultados são colocados em uma folha de resposta, os números 

correspondentes às reações positivas são somados, e os códigos numéricos 

obtidos correspondem a uma determinada espécie bacteriana e são interpretados 

no catálogo "Rapid ID 32 Strep Analytical Profile lndex" ou a leitura é feita no 

aparelho mini API. 
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2.3. API Staph - BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France 

2.3.1. Descrição 

Api Staph (# 20 500) é um sistema de identificação dos gêneros 

Staphylococcus e Micrococcus utilizando testes bioquímicos padronizados. O 

sistema consiste de uma tira contendo substratos desidratados em microtubos 

individuais. Os testes são realizados adicionando a cada tubo uma alíquota do 

meio "Api Staph Medium" que foi inoculado com a amostra bacteriana a ser 

estudada. Cada Kit contém 25 tiras, recipientes para incubação, ampolas de "Api 

Staph Medium", folhas de resultados e um manual do Kit. A identificação das 

amostras pode ser interpretada no catálogo "Api Staph Analytical Profile lndex" 

(bioMeriéux, ref. 20 590). 

2.3.2. Materiais 

Produtos adicionais que não estão incluídos no Kit: 

Reagentes: VP 1, VP 2, NIT 1, NIT 2, ZYM A, ZYM B 

Padrão de McFarland 

Pipetas pláticas 

Swabs estéreis 
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- Óleo mineral 

- Catálogo: Api Staph Analytical Profile lndex 

2.3.3. Procedimentos para identificação 

Microrganismos são cultivados em placas de ágar-sangue por 18-24 horas 

a 37 °C. a cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloração 

do Gram, produção de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos 

permitem a identificação primária das amostras como cocos Gram-positivos, 

catalase positiva e aeróbios ou anaeróbios facultativos. 

Um swab estéril de algodão é utilizado para inoculação da bactéria no meio 

llíquido "Api Staph Medium" para formar uma suspensão bacteriana homogênea 

com a turbidez equivalente ao padrão de McFarland 0,5. 

Cinco mL de água são colocados no recipiente de incubação para manter a 

umidade da atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa. 

Uma pipeta estéril é então utilizada para preencher os microtubos da tira do 

Api Staph com o inóculo bacteriano preparado no "Api Staph Medium", evitando a 

formação de bolhas. Após preencher toda a tira, os tubos contento os testes da 

arginina (ADH) e uréia (URE) são preenchidos com óleo mineral para promover 
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anaerobiose. O recipiente para incubação é tampado, e incubado a 37 °C por 18-

24 horas. 

Após o período de incubação, são adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 

no teste do piruvato de sódio (VP); NIT 1 e NIT 2 no teste do nitrato de potássio 

(NIT); e ZYM A e ZYM B no teste do ácido ~-nafttil fosfato (PAL). Todas as 

reações são lidas baseadas em cores que são classificadas como reações 

positivas e negativas de acordo com o quadro do item 2.4. Os resultados são 

colocados em uma folha de resposta, os números correspondentes às reações 

positivas são somados, e os códigos numéricos obtidos correspondem a uma 

determinada espécie bacteriana e são interpretados no catálogo "Api Staph 

Analytical Profile lndex". 

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

2.4.1. Descrição 

Rapid ID 32 A é um sistema de identificação para anaeróbios utilizando 

testes enzimáticos estandardizados e miniaturizados. Cada Kit contém 25 fitas, 

recipientes para incubação, folhas de resultados e um manual do Kit. Cada frta 

consiste de 32 cúpulas, 29 das quais são utilizadas para testes e contêm 

substratos desidratados. Após o período de incubação de 4 horas, as reações 
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podem ser lidas visualmente, e a identificação obtida usando o catálogo "Rapid ID 

32 A Analytical Profíle lndex." 

2.4.2. Materiais 

Produtos adicionais que não estão incluídos no Kit: 

Meio para suspensão: Suspension Medium, 2 ml 

Reagentes: JAMES, NIT 1, NIT 2, FB 

- Padrão de McFarland 

- Pipetas 

- Swabs estéreis 

- Óleo mineral 

- Catálogo: Rapid ID 32 A Analytical Profíle lndex 

- Placas de ágar-sangue com suplementos para o crescimento de 

bactérias anaeróbias. 

Equipamentos laboratoriais requeridos: 

- Estufa de incubação a 37 °C 

- Refrigerador 

- Bico de Busen 

- Cabine ou jarra de anaerobiose 
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2.4.3. Procedimentos para identificação 

Microrganismos são cultivados em placas contendo Fastidious Anaerobe 

Ágar mais sangue de carneiro desfibrinado por 24-48 horas a 37 °C 

anaerobicamente. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e 

coloração de Gram, produção de catalase e requerimento gasoso. 

Um swab estéril de algodão é utilizado para inoculação da bactéria no meio 

líquido "Suspension Medium" ou em água destilada estéril para formar uma 

suspensão bacteriana homogênea com a turbidez equivalente ao padrão de 

McFarland 4,0. 

Uma pipeta estéril é então utilizada para preencher as cúpulas com o 

inóculo bacteriano preparado no "Suspension Medium". Duas gotas de óleo 

mineral são adicionadas a cúpula URE. (1.0). O recipiente para incubação é 

tampado, e incubado a 37"C anaerobicamete por 4 horas. 

Após o período de incubação, são adicionados os reagentes NIT 1 e NIT 2 

no teste do NIT (cúpula 0.0) para verificar a redução de nitratos; JAMES no teste 

IND (cúpula0.1) para verificar a produção de indo!; e FB nos testes de PALa SerA 

(cúpula 0.2 a O.E). Todas as reações são lidas baseadas em cores que são 

classificadas como reações positivas e negativas. 
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Os resultados são colocados em uma folha de resposta, os números 

correspondentes às reações positivas são somados, e os códigos numéricos 

obtidos correspondem a uma determinada espécie bacteriana e são interpretados 

no catálogo "Rapid ID 32 A Analytical Profile lndex". 

2.5. Api 20 C AUX 

2.5.1. Descrição 

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

fungos encontrados na clínica microbiológica. 

O API 20 C AUX consiste em 20 microtubos contendo substratos 

desidratados para demonstração da atividade enzimática ou fermentação de 

açúcares. Os microtubos são inoculados com um meio semi-sólido e os fungos 

crescerão apenas se forem capazes de utilizar cada substrato. As reações são 

lidas em comparação com o crescimento controle e identificação é obtida pelo 

catálogo Analytícal Profíle lndex ou usando um programa computadorizado de 

identificação. 

2.5.2. Materiais 

Um Kit contém: 
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- 25 fitas API 20 C AUX 

- 25 caixas para incubação 

- 25 ampolas de C Medium 

- 25 folhas de resposta 

Produtos adicionais que não estão incluídos no Kit: 

Meio para suspensão: Suspension Medium (2 ml) ou NaCI 0,85% (2 ml) 

- Ágar Sabouraud 

- Padrão de McFarland #2 

- Pipetas plásticas 

- Óleo mineral 

- Catálogo: API 20 C AUX Analytical Profile lndex ou programa 

computadorizado de identificação 

- Rack para ampolas 

Equipamentos laboratoriais requeridos: 

- Estufa de incubação a 30 °C 

- Refrigerador 

- Bico de Busen 

- Caneta para vidro 
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2.5.3. Procedimentos para identificação 

Microrganismos são cultivados em placas de ágar-sabouraud 18-24 horas a 

37 °C, em condições aeróbicas ou anaeróbicas, de acordo com as melhores 

condições de crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente 

confirmada pela morfologia e coloração do Gram, produção de catalase e 

requerimento gasoso. Esses procedimentos permitem a identificação primária das 

amostras como cocos Gram-positivos, catalase negativos e anaeróbios 

facultativos. 

Um swab estéril de algodão é utilizado para inoculação da bactéria em 2 

ml meio para suspensão "Suspension Medium" ou em água destilada estéril, para 

formar uma suspensão bacteriana homogênea com a turbidez equivalente ao 

padrão de McFarland 2. São colocados 100 f..1. L no tubo "C Medium". 

Uma pipeta estéril é então utilizada para preencher os microtubos da tira do 

API C AUX com o inóculo bacteriano preparado C Medium. Evite a formação de 

bolhas. Incubar a 30°C por 48-72 horas. 

Após o período de incubação checar o crescimento, após 48 h o GLU 

deve estar mais turvo que o controle (cúpula "O" da galeria) para ser interpretada a 
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leitura d e toda galeria. Através do catálogo "Analytical Profíle lndex" os 

resultados numéricos obtidos pelas reações podem ser identificados. 

2.6. RapiD ANA 11 - lnnovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., USA. 

2.6.1. Descrição 

O sistema RapiD ANA 11 é um método miniaturizado empregado para 

identificação bioquímica de substratos cromogênicos e convencionais, neste caso, 

de bactérias anaeróbias clinicamente significantes. 

Cada "kit" consiste de 20 recipientes para testes de RapiD ANA 11, bloco de 

anotações para os resultados, manual de instruções, manual de dados (RapiD 

ANA 11 System Code Compendium) e 1 frasco de reagente RapiD ANA 11. 

Cada recipiente de RapiD ANA 11 contém 10 cavidades com reações 

(reações dehidratadas) e proporciona 18 scores de teste. As cavidades de 3 a 10 

são bifuncionais, contendo 2 testes diferentes na mesma cavidade. Teste 

bifuncional significa que o primeiro score é obtido sem adição do reagente, 

mostrando o primeiro resultado do teste. Na mesma cavidade é observado outro 

score com a adição do reagente fornecendo o resultado do segundo teste. A 

identificação é obtida após 4 horas de incubação. 
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O recipiente de teste RapiD ANA li e reagentes devem ser estocados a 

2-10° C. O fluido para inoculação RapiD (RapiD lnoculation Fluid), deve ser 

estocado a 15-30° C, na embalagem original. 

2.6.2. Materiais 

- 25 tubos fechados contendo em cada 1 ml de fluido de inoculação 

RapiD (#25-1 02) 

KCI .................................................................................................. 7,5 

CaCiz .............................................................................................. 0,5g 

Água deionizada ......................................................................... 1000 ml 

PH: 7,5-9,5. 

- 1 frasco contendo 15 ml de reagente lnnova Spot lndole (#30-9002). 

- 1 frasco contendo reagente suficiente para 20 recipientes de RapiD ANA 

11 Reagent 

- Ingredientes reativos 

3-fenil4 metilaninoacrolein ................................................... 0,01 % 

Ácido hidroclorídrico .............................................................. O, 1 % 

Ácido acético ........................................................................ 1 % 

Detergente ............................................................................ O, 1 % 

- Swabs estéreis 

- Pipetas estéreis 

Padrão McFarland: 3 
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- Placas contendo FAA + 5% de sangue de carneiro desfibrinado. 

- Jarras para anaerobiose + gerador de anaerobiose (Anaerogen-OXOID, 

Hampshire-lnglaterra) + indicadores de anaerobiose (OXOID, 

Hampshire-lnglaterra) ou Câmara de anaerobiose 

2.6.3. Procedimentos para identificação 

Os microrganismos são subcultivados em placas contendo FAA + 5% de 

sangue de carneiro por 18 a 24 horas a 37° C. As culturas puras são 

primariamente checadas pela morfologia da colônia, coloração de Gram, produção 

de catalase e requerimento gasoso. 

Um swab estéril é usado para inoculação das colônias bacterianas no fluido 

de inoculação RapiD. A suspensão do microrganismo que será testado deve 

atingir no mínimo o equivalente ao padrão MacFarland 3 (uma suspensão com 

turbidez menor que o padrão MacFarland 3 pode comprometer o desenvolvimento 

do teste). As suspensões são agitadas (se necessário) e usadas até 15 minutos 

do preparo. A película de proteção do recipiente é devidamente deslocada para a 

inoculação bacteriana. 

Uma pipeta estéril é introduzida na suspensão bacteriana e todo o conteúdo 

é transferido para o recipiente de teste, na cúpula do canto direito superior. O 
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recipiente para teste é então selado novamente pela película de proteção, 

mantendo-o em posição horizontal em superfície plana. Este é gentilmente 

inclinado, de forma que a suspensão seja distribuída uniformemente nas cúpulas 

superiores. Em seguida o recipiente é inclinado aproximadamente 45° C durante 4 

horas. 

Após a incubação do recipiente, cada cavidade é examinada quanto à 

reação enzimática, observando presença ou ausência de coloração, sendo este o 

primeiro resultado. 

Ao adicionarmos os reagentes nas cavidades de teste específicas, obtém­

se o segundo resultado, através da reação do reagente e observando-se a 

alteração de cor. 

O resultado obtido é comparado com o padrão, que é encontrado no 

manual de dados. 

2.7. RapiD NH system - lnnovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., 

USA. 
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2.7.1. Descrição 

O sistema RapiD NH é um método miniaturizado qualitativo empregado 

para identificação de espécies clinicamente significantes de Neisseria e 

Haemophilus, e também Eikenella e Actinobacillus, através de substratos 

convencionais e cromogênico. 

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

anotações para resultados e um manual de instruções. 

Após 4 horas de incubação as reações são obtidas através da leitura visual. 

Identificações são realizadas usando cada score de teste individual, em conjunto 

com as informações obtidas através da morfologia colonial, coloração de Gram, 

produção de catalase e requerimento gasoso. O resultado padrão do score 

positivo e negativo é usado como base para identificação do teste isolado pela 

comparação dos resultados obtidos com resultado padrão que é encontrado no 

manual de dados (RaptO NH System Code Compendium). 

O recipiente de teste RapiD NH e reagentes devem ser estocados a 2-

100C. O fluido para inoculação RapiD (RapiD lnoculation Fluid), deve ser estocado 

a 15-30°C, na embalagem original. 
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2.7.2. Materiais 

- 25 tubos fechados contendo em cada 1 ml de fluido de 

inoculação RapiD (#25-102) 

KCI .................................................................................................. 7,5g 

CaCI2······························································································0,5g 

Água deionizada .......................................................................... 1 000 ml 

PH: 7,5-9,5. 

- 1 frasco contendo 15 ml de reagente lnnova Spot lndole (#30-9002). 

- 1 frasco contendo 15 ml de reagente lnnova Nitrate Reagent A (#30-

9003). 

- 1 frasco contendo 15 ml de reagente In nova Nitrate Reagent A (#30-

9004). 

- Swabs estéreis 

- Padrão MacFarland: 3 

- Placas contentdo FAA + 5% de sangue desfibrinado de carneiro. 

- Jarras para anaerobiose + gerador de anaerobiose (Anaerogen-

OXOID, Hampshire-lnglaterra) + indicadores de anaerobiose 

(OXOID, Hampshire-lnglaterra) ou Câmara de anaerobiose. 
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2.7.3. Procedimentos para identificação 

Os microrganismos são subcultivados em placas contendo FAA + 5% de 

sangue de carneiro por 18 a 24 horas a 3r C. As culturas puras são 

primariamente checadas pela morfologia da colônia, coloração de Gram, produção 

de catalase e requerimento gasoso. 

Um swab estéril é usado para inoculação das colônias bacterianas no fluido 

de inoculação RapiD. A suspensão do microrganismo que será testado deve 

atingir no mínimo o equivalente ao padrão MacFarland 3 (uma suspensão com 

turbidez menor que o padrão MacFarland 3 pode comprometer o desenvolvimento 

do teste). As suspensões são agitadas (se necessário) e usadas até 15 minutos 

do preparo. A película de proteção do recipiente é devidamente deslocada para a 

inoculação bacteriana. 

Uma pipeta estéril é introduzida na suspensão bacteriana e todo o conteúdo 

é transferido para o recipiente de teste, na cúpula do canto direito superior. O 

recipiente para teste é então selado novamente pela película de proteção, 

mantendo-o em posição horizontal em superfície plana. Este é gentilmente 

inclinado, de forma que a suspensão seja distribuída uniformemente nas cúpulas 

superiores. Em seguida o recipiente é inclinado aproximadamente 45° C durante 4 

horas. 
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Após a incubação do recipiente, cada cavidade é examinada quanto à 

reação enzimática, observando presença ou ausência de coloração, sendo este o 

primeiro resultado. 

Ao adicionarmos os reagentes nas cavidades de teste específicas, obtém­

se o segundo resultado, através da reação do reagente e observando-se a 

alteração de cor. 

O resultado obtido é comparado com o padrão, que é encontrado no 

manual de dados. 
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ANEXO 111. Aspectos microbiológicos e radiográficos de 26 dentes investigados. 

AMOSTRA DENTE CRT AREA PERIMETRO FORMA GRAM H2/02 GENERO 
(mm) (mm2) 

C1.1 P2D 9,75 0,06 1,44 coco + ANF Enterococcus 

C1.3 P3 D 10,5 0,13 1,9 coco/bacilo - ANE Prevotella 

C2.1 P2D 10 0,06 1,79 coco/bacilo - ANE Porphyromonas 

bacilo - ANE Clostridium 

coco + ANE Peptostreptococus 

coco/bacilo - ANE Prevotella 

C2.3 P3 D 11 0,11 2,04 .......................... .. ......... --- .................................................... 

C2.5 P4D 14 0,18 2,94 bacilo - ANF --------------------------
coco + ANF Staphylococcus 

C2.7 P2 E 10 0,16 2,23 coco - ANF Neisseria 

C2.9 P3 E 11 0,16 2,41 bacilo + ANE Propionibacterium 

coco + ANF Staphylococcus 

bacilo - ANF --------------------------
coco - ANF Neisseria 

coco + ANF Streptococcus 

C2.11 P4E 14 0,15 2,38 coco - ANF Neisseria 

bacilo + ANF Propionibacterium 
. ' ------

P2 D= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 D= terceiro prémolar direito; P3 E= terce1ro 
prémolar esquerdo; P4 D= quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo; ANE= anaeróbio estrito; ANF= 
anaeróbio facultativo. 

ESPECIE 

faecalís 

oralis 

gingivalis 

tyrobutyricum 

anaerobius 

ora tis 

....................................... 

........................................ 

intermedius 

sicca/subflava 

acnes 

intermedius 

........................................ 

sicca/subflava 

bovis I 

sicca/subflava 

propionicum 
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ANEXO 111. Aspectos microbiológicos e radiográficos de 26 dentes investigados (continuação). 
-·--·-·-

GÊNERO AMOSTRA DENTE CRT AREA PERIMETRO FORMA GRAM H2/02 
(mm) (mm2) 

C2.11 P4E 14 0,15 2,38 coco + ANF Streptococcus 

coco + ANF Streptococcus 

bacilo - ANE Prevotella 

C3.1 P2D 9,5 0,05 1,41 bacilo + ANE Propionibacterium 

bacilo + ANF Actinomyces 

C3.3 P3 D 11 0,12 2,21 coco - ANF Neisseria 

bacilo + ANF Lactobacil/us 

bacilo + ANF Actinomyces 

bacilo + ANF Bifidobacterium 

bacilo + ANF Propionibacterium 

coco - ANF Streptococcus 

coco - ANE ..................................................... 

coco + ANE Peptostreptococcus 

coco + ANF Staphylococcus 

C3.5 P4D 13 0,19 2,61 coco + ANF Streptococcus 

coco + ANF Streptococcus 

bacilo - ANE Prevotela 

P2 D= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 D= terceiro prémolar direito; P3 E= terce1ro 
prémolar esquerdo; P4 D= quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo; ANE= anaeróbio estrito; ANF= 
anaeróbio facultativo. 
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ANEXO 111. Aspectos microbiológicos e radiográficos de 26 dentes investigados (continuação). 

AMOSTRA DENTE CRT AREA PERIMETRO FORMA GRAM H2/02 GENERO 
(mm) (mm2

) 

C3.5 P4D 13 0,19 2,61 bacilo + ANF Bifidobacterium 

bacilo + ANF Propionibacterium 

bacilo + ANF Propionibacterium 

C3.7 P2E 9,5 0,07 1,79 ---~-- ------- ------- ..................................................... 

C3.9 P3 E 10,5 0,13 2,09 bacilo + ANF Propionibacterium 

coco + ANF Enterococcus 

coco + ANF Aerococcus 

C3.11 P4E 13 0,13 12,31 coco + ANF Enterococcus 

coco + ANF Aerococcus 

coco - ANF Neisseria 

coco + ANF Staphylococcus 

bacilo + ANF .................................................... 

C4.1 P2D 10,5 0,05 1,28 coco + ANF Staphylococcus 

C4.3 P3D 11 0,12 1,79 ............ .. ................ .. .................. ...................................................... 

C4.5 P4D 13 0,21 2,43 bacilo + ANF Bifidobacterium 

coco + ANF Staphy/ococcus 

coco + ANF Streptococcus 

P2 O= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 O= terceiro prémolar direito; P3 E= terceiro 
prémolar esquerdo; P4 D= quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo; ANE= anaeróbio estrito; ANF= 
anaeróbio facultativo. 
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.. .................................... 
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ANEXO 111. Aspectos microbiológicos e .radiográficos de 26 dentes investigados (continuação). 

AMOS DENTE CRT AREA PERIMETRO FORMA GRAM H2/02 GENERO ESPÉCIE 
TRA (mm) (mm2

) 

C4.5 P4D 13 0,21 2,43 coco + ANF Abiotrophia adiacens 

C4.7 P2 E 9,5 0,04 1,11 coco + ANF Streptococcus salivarius 

coco + ANF Streptococcus ssp 

coco + ANF Staphylococcus aureus 

C4.9 P3 E 11 0,07 1,63 coco + ANF Lactococcus /actis cremoris 

coco + ANF Staphylococcus aureus 

coco - ANF Neisseria sicca/subflava 

coco + ANF Staphytococcus lentus 

coco + ANF Streptococcus suis 

C4.11 P4 E 13 0,15 2,21 coco - ANF Neisseria sicca/subflava 

coco + ANF Lactococcus latis cremoris 

\ coco + ANF Streptococcus sa/ivarius 

C5.1 P2D 9,75 0,04 1,44 .................. ---------- .................. .. ................................................... ............................................ 

C5.3 P3 D 10,5 0,17 2,57 ................... .. .................. .. .............. .. ................................................... ............................................ 

C5.5 P4D 13,5 0,23 2,95 bacilo + ANF Actinomyces israe/li 

C5.7 P2 E 10 0,02 1,03 bacilo + ANE C/ostridium clostridiforme 

bacilo - ANE Prevotella oralis 

P2 D= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 D= terceiro prémolar direito; P3 E= terce1ro 
prémolar esquerdo; P4 D= quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo; ANE= anaeróbio estrito; ANF= 
anaeróbio facultativo. 
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AMOSTRA DENTE CRT AREA PERIMETRO FORMA GRAM H./02 GENERO 
(mm) (mm2) 

C5.7 P2 E 10 0,02 1,03 bacilo + ANF Actinomyces 

C5.9 P3 E 11 0,08 1,82 bacilo + ANE --------------------------
C5.11 P4 E 13,5 0,12 2,49 bacilo - ANE Bacteroides 

bacilo + ANF Actinomyces 

bacilo + ANF Propionibacterium 

bacilo - ANE Bacteroides 

P2 D= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 O= terceiro prémolar direito; P3 E= terce1ro 
prémolar esquerdo; P4 O= quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo; ANE= anaeróbio estrito; ANF= 
anaeróbio facultativo. 
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