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RESUMO

O papel dos microrganismos no desenvolvimento de alteragdes
inflamatérias periapicais tem sido claramente demostrado. Mecanismos de
defesa do hospedeiro dificiimente atingem as bactérias que se estabelecem no
sistema de canais radiculares. Sendc assim, as infecgbes endoddnticas devem
ser fraladas por procedimentos mecanicos auxiliados por substancias guimicas.
A clorexidina, em varias concentragbes, tem side usada na endodontia tanio
como solugac irrMgadora como medicagao intracanal. Muita atengéo tem sido
dada as propriedades quimicas das solugles irrigadoras, porém pouco tem se
estudado a fim de melhorar sua agédo mecéanica. Na endodontia, a clorexidina gel
tem sido usada apenas como medicagado intracanal, apresentando bons
resultados, nado havendo trabalhos utilizando-a como irrigante. Portanto, a
proposta deste trabalho fot avaliar, in vitro, ¢ gel de clorexidina como irrigante
endodbntico, verificando se este possui algumas das propriedades necessarias
a um irrigante endodéntico considerado ideal. O gel de clorexidina foi avaliado
juntamente com outros irrigantes comumente utilizados em Endodontia
(hipoclorito de sodio e clorexidina liquida), através do teste de difusdo em agar.
Dos irrigantes testados, o gel de clorexidina foi o que criou maiores halos
inibicao de crescimento contra microrganismos freqlentemente encontrados na
microbiota endoddntica; aléem de apresentar maior capacidade na remocao de
smear layer @ na eliminaclo de Enferococcus faecalis dos canais radiculares
durante a instrumentacdo in vitro. Concluiu-se que a clorexidina gel tem

potencial para ser utilizada como irrigante endoddntico.

PALAVRAS-CHAVE: Tratamento Endoddntico; irrigacio; Bactérias; Gel de Clorexidina.
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i.  INTRODUCAO

G compieto debridamento do canal radicular é essencial para o sucesso
do tratamento endedfntice (WEINE, 1689). No entanto, nenhuma técnica
endodontica utilizada atualmente é capaz de limpar completamente restos de
tecido pulpar, raspas de dentina e bactérias, que se localizam, principaiments,
em irregularidades do sistema de canais radiculares (BAKER et al., 1975;
McCOMB & SMITH, 1975). Por esta razdo, é necessario ¢ uso de um agente
irrigante como adjunto aoc preparo guimico-mecanice. O irrigante deve combinar
agéo antimicrobiana com habilidade em dissolver tecide organico e inorgénico.
Além disso, deve possuir pouca citoloxicidade para ndo agredir os tecidos
periapicais caso atinfam esta regifo. A clorexidina liquida tem sido usada na
Endodontia, como solugéo irrigadora e medicacao intracanal { DELANY et al.,
1982; RINGEL et al., 1982; JEANSONNE & WHITE, 1994). Apesar de ter
excelente ag@o antimicrobiana e baixa citotoxicidade, o digluconato de
clorexidina & pouco eficiente na dissolugéo de tecido organico (ABOU-RASS &
PICCINING, 1982). A fim de incrementar a capacidade de debridamento
mecanico da irrigacdo com clorexidina, o objetivo deste trabalho foi avaliar, in
vitro, o gel de clorexidina como irrigante endodbntico, comparando-o com outros

irrigantes comumente usados clinica endoddntica.






2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbiota dos canais radiculares infectados

Até o final do século XIX a Endodontia era praticada de forma empirica
visando somente a remog¢&o da dor e obturacdo dos canais radiculares, pois ndo
se tinha conhecimento do papel dos microrganismos orais no desenvolvimento e

perpetuacdo de alteragdes inflamatdrias pulpares e periapicais.

Foi MILLER, em 1894, quem relatou a associag@o entre bactérias e as
patologias pulpares e perirradiculares. Através da analise bacterioldgica de
esfregagcos obtidos de canais radiculares pdde se observar grande variedade de
células bacterianas, compreendende os trés tipos morfoldgicos conhecidos:
cocos, bacilos e espirilos. MILLER também observou que as bactérias orais sao
capazes de quebrar carboidratos da dieta pela produc@o de acidos, os quais
podem causar dissolucdo do esmalte. Portanto, estas bactérias tém capacidade

de, ndo s6, entrar na lesdo inicial do esmalte, mas também de continuar o
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processo de destruigdo das estruturas dentais atingindo a polpa dental (EVANS,
1994). Bactérias foram entdo associadas com a polpa necrética, sendo
consideradas os principais agentes das doencas puipares, periapicais &

periodontais.

Anos mais tarde, o papel da bactéria na etiopatogenia das lesOes pulpares
e perirradiculares foi confirmado. KAKEHASH! et al. {1965, '1.969), Utili:zando
ratos convencionais e germ-free, demonstraram que o tecido pulpar exposto ao
meio bucal torna-se necrotico na presenca de bactérias, com desenvolvimenio
de inflamacdo cronica e, eventuaimente, granuloma periapical. Por outro lado,
em ambiente germ-free, a resposta da polpa exposta foi caracterizada pela

presencga minima de inflamagéo e formagao de pontes dentinarias.

Antes de 1970, os microrganismos predominantemente encontrados nos
canais radiculares dentais eram as bactérias anaerobias facultativas
pertencentes ao grupo dos estreptococos. No entanto, esies estudos foram
realizados sem o conhecimenio das iécnicas anaerobias, as quais foram
desenvolvidas anos mais tarde. Outros organismos freglientemente isclados
i_nc!ufam os enterccocos, micrococos, diftercides, estafilococos, lactobacilos,

hactéria entérica, Candida, Neisseria e Veillonella (MORSE, 1987).
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SUNDQVIST, em 1978, investigou achados microbiclogicos de 32 dentes
traumatizados com polpa necrdlica e coroas intactas usando iécnicas
anaerdbias estritas, verificando incidéncia de 90% de anaerdbios do total das
cepas isoladas. Em estudos prévios, a proporgdo das espécies anaerdbias
isoladas variou bastante, desde 24% (BROWN & RUDOLPH, 1857) até 64%
(KEUDELL et al., 19786). Entretanto, a baixa incidéncia de bactérias anaerdbias
em tais estudos, guando comparados com o de SUNDQVIST, pode refletir a
natureza das amostras, que incluiam dentes com céries, com exposicdo pulpar
mecéanica ou por fratura. Por outro lado, o de SUNDQVIST, avalicu dentes sem
céries, restauracdes, fraturas e nem defeifos no esmalte, que pudessemn causar

exposicdo da polpa a bactérias da placa ou ao oxigénio.

Achados recentes indicam que certas espécies bacterianas anaerdbias
estritas estdo envolvidas com o desenvolvimento de alguns aspectos clinicos de

otigem endodontica (YOSHIDA et al., 1887, GOMES et al. 199443, 1996a,b).
GROSSMAN (1981), entretanto, questionou o significado dos anaerdbios
estritos no tratamento endoddntico, j& que estas bactérias seriam rapidamente

destruidas gquando em contato com o ar, instrumentos & agentes gquimicos

12



utilizados durante a ierapia endodontica. Porém, o papel das bactérias
anaerdbias, principalmente as Gram-negativas, no desenvolvimento das
doengas pulpares e periapicais é evidente, apesar de serem mais suscetiveis,
que os facultativos, a terapia endodontica (GOMES et al. 1996¢). Alem disso,
enquanto alguns anaerébios estritos sdo rapidamente destruidos & exposigéo do
oxigénio atmosférico, outros podem apenas cessar O crascimento até que as
condicBes anaerébias sejam restauradas, nao sendo destruidos. As infecgbes
anaerdbias ocorrem na presenga de tecido necrotico, suprimento- sanglineo
compromissado e apds infecgbes por aerébios e anaerdbios facultativos capazes
de diminuir o potencial de dxido-reducdo nos tecidos (SUNDQVIST, 1982a;

SUNDQVIST, 1994).

2.1.1 Grupos bacterianos

Mais de 300 espécies bacterianas sd@o reconhecidas atuaimente na
microbiota normal da cavidade oral, sendo potenciais Infectantes dos canais
radiculares. Entretanto, apenas um grupo restrito de espécies, com cerca de 56
géneros bacterianos, sdo capazes de colonizar 0 canal radicular (GOMES,

1995). Vérios fatores promovem a selecéo das bactérias dos canais radiculares,

13




dentre eles se incluem fatores nutricionais, baixo potencial de éxido-reducao,
pH, temperatura, interagbes positivas e antagonismos entre bactérias,
resisténcia do hospedsiro e presenga de agentes antimicrobianos e inibidores.
Estes fatores tendem a favorecer o crescimento de espécies anaerdbias

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

Por se localizar em um ambiente fechado, a polpa dental é normalmente
deficiente em carboidratos. Com isso, bactérias assacaroliticas capazes de
fermentar aminodcidos e peptideos sfo capazes de se desenvolverem com mais
tacilidade do que bactérias sacaroliticas. Além dos substratos para fermentacéo,
bactérias podem utilizar produtos finais de outros microrganismos como
nutrientes (GRENIER & MAYRAND, 1986) em processo denominado sintropia,
que ocorrg, por exemplo, com bactérias do género Veillonella que consomem
acido latico produzido como produto final do metabolismo de outras espécies

orais (MARSH & MARTIN, 1932).

Durante o curso da evolugdo da infecgdo pulpar ocorrem interelaces
entre espécies microbianas. Associagbes resistentes de interdependéncia mutua
proporcionam mudangas considerdveis na microbiota endodéntica. Estas

associagbes s@o provavelmente baseadas em demandas de relagBes
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nutricionais. A patogenicidade da microbiota polimicrobiana do canal radicular €
potencializada pelo sinergismo bacteriano (SUNDQVIST ,1994; GOMES et al.,
1994b). As interacdes bacterianas podem ainda, ser o elemento chave para o
crescimento e sobrevivéncia dos organismos no seu habitat. Quiras interagdes
podem ocorrer entre 0 hospedeiro e bactéria, ou entdo, entre uma ou varias
bactérias especificas e aspectos clinicos (GOMES et al., 1994a; 1996a,b). Por
outro lado, as interacbes bacterianas podem ter efeito negativo na propria
popuiagéo microbiana, inibindo um grupe particular de gspécies e lalvez
aumentando as chances dos sistemas de defesa do hospedeiro reagir contra

agente infeccioso e restaurar a salde (GOMES, 1996c).

Os microrganismos mais freqlentemente isolados dos canais radiculares
30 os facultalivos Sfreptococcus € as espécies relacionadas tals como
Enterococcus e Gemella; e os anaerdbios estritos como Peptostreptococcus,
Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium e Eubacterium spp.,
Actinomyces, Lactobaciflus, Propionibacterium, Bifidobacterium, Velllonella e
Capnocytophaga. Tambem  sao isolados com freqiéncia Neisseria,
Haemophilus, Eikenella, Staphylococcus, Mitsuokella e Wolinella spp.
Ccasionalmente & relatada a presenca dos seguintes organismos facultativos:

Enterobacter, Bacillus, Tissierella, ‘Campylobacfer e Actinobacillus. Mais
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raramente isolados sao os facultatives Hafnia, Salmonella, Proteus, Aerobactere
Alcaligenes; e o0s aerobios Mycobacteria, Nocardia, Mima, Pseudomonas e
Micrococeus. Hafnia ndo é normalmente encontrada na boca, mas pode ter
chegado como um contaminante da agua usada nas tubulagdes do equipo

adontotégico (MORSE, 1987; SUNDQVIST, 1994).

Espiroquetas presentes em canais radiculares de dentes envolvidos
periodohtaimente ia foram observadas através da microscopia de campo sscuro
{THILO et al,, 1988) e microscopia de varredura (NAIR, 1987) na poipa
necrética. O fastidioso Mycoplasma (SERENE & ANDERSON, 1967) e o aerdbio
Candida (KAUFMAN & HENIG, 1878) foram também isolados dos canais

radiculares.

Bactérias nao identificadas foram encontradas em varios estudos (KANTZ
& HENRY, 1974; SUNDQVIST, 1976, ZAVISTOSKI et al., 1980; BYSTROM &
SUNDQVIST, 1983; 1985; SUNDQVIST et al,, 1889; HAAPASALQO, 1989; SATO

et al., 1983).

Tabela 1.1 mostra as bactérias mais freglientemente isoladas de canais

radiculares dentarios infectados.
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Tabela 1.1. Bactérias comumente isoladas de polpas necréticas infectadas

GENERO Espécies/Grupos comuns
Bactenas Anaemblas o A
Estritas. T o
Porphyrornonas P.gingivalis, P. endodontalfs,
Prevotella P. pralis, P. oris, F. buccae,
: P, intermedia, P. melaninogenica
Bastonstes Gram-negativos  Fusobacterium F. nucleatum, F. necrophorum
Selenomonas 8. sputigena
Campylobacter C. sputorum, C. recla
Eubacteriurm E. alactolyticum, E. lentum
" Propionibacterium P. acnes
Bastonetes Gram-positivos Lactobacilius L. catenaforme, L. plantarurm
Actinomyces A. israelii, A. viscosus
Peplostreptococcus P anaerohius, P. micros, P. praveli,

Cocos Gram-positivos

P. magnus

Cocas Gram«negat:vos Ve;!!oneﬂa

-Eacuitatwas.,. e _. | S

V., parvula

Streptococous S. mitis, S. anginosus, 8. constelfatus,
Cocos Gram-positivos 5. intermedius, S. oralis
Enterococeiis E. fascalis, E. fascium
_ _ : Eikenella E. corrodens
Basionetes Gram-negativos Caprocytophaga C. gingivalis
Cocos Gram-negalivos Neisseria N. sicca, N. flava
Corynebacterium C. xerosis
o Lactobaciilus L. acidophilus
Bastoneles Gram-positivos Actinomyces A naesiundi
Propionibacterium P. propionicum
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2.1.2 Rotas de acesso dos microrganismos aos canais radiculares

A infeccdo do espago pulpar é normalmente uma exiensdo da
contaminag&o oral. Existem diferentes rotas de acesso para que microrganismos
orais atinjam a polpa tais como exposigdes diretas da polpa ao meio bucal apés
traumas, exposiglo de tdbulos dentinarios, canais acessoérios, forame apical e
até mesmo via circulac@o sistémica (anacorese} (OGUNTEBI, 1994). Porém, a
via mais comum de contaminacdc é a carie dental, induzindo sucessivas
respostas inflamatérias no tecide pulpar, culminando com a necrose, caso nio

sejam adotadas medidas terapéuticas (SUNDQVIST, 1992a).

Bactérias Gram-positivas predominam nos processos cariosos. Entre os
organismos mais encontrados destacam-se os anaerdbios facultativos tais como
lactobacilos, Streptococous oralis e S. anginosus (HAHN et al., 1991). Mesmo
com © desenvolvimenic da tecnologia anaerdbia, ndo houve aumentc no
isolarmento de bactérias anaerdbias estritas nas lesGes cariosas, como ocorreu
nos canais radiculares contaminados (SUNDQVIST et al, 1989) . J4 é bem
gstabelecido que mesmo sem a exposicao direta da polpa dental ac meio bucal,
microrganismos e seus subprodutos s8oc capazes de atingi-la através dos

tibuios dentindrios.
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NAGAOKA (1995) observou que a polpa dental pode ser infectada mesmo
quando ainda isolada por 0.2 mm de dentina. A infecgdo, no entanto, depende
da condigdo pulpar. Polpas sadias podem eliminar infeccbes transitdrias de
algumas poucas bactérias pois, prolongamentos odontoblasticos, maltriz
extracelular e fluido dentinério dificultam a penetragdo bacteriana nos tlbulos
dentinarios dos dentes vitalizados. Entretanto, se os mecanismos de defesa da
polpa estiverem comprometidos, mesmo pPoucos organismos s@o capazes de

causar infecgéo.

2.1.3 Associacao de bactérias com os aspectos clinicos de origem endodontica

Embora ndo tenha sido demonstrada correlacdo absoluta entre qualquer
tipo especifico de espécie bacteriana e a etiologia das alteragbes pulpares e
periapicais, fortes evidéncias sugerem que as bactérias anaerdbias Gram-
negativas de pigmento negro estao envolvidas no desenvolvimento da
inflamag@o periapical aguda, e de sinals e sintomas come dor, edema €
exudagéo (SUNDQVIST, 1976; GRIFFEE et al, 1980; HAAPASALO, 1993,

GOMES et al. 1994, 19964, b).
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Microrganismos também esto relacionados com os fracasscs dos
tratamentos endodénticos (ENGSTROM & LUNDBERG, 1965). Embora a
microbiota dos canais radiculares seja composta predominantemente por
bacierias anaerdbias estritas, algumas bactérias anaerébias facultativas, como
Enterococcus faecalis, t@m sido relacionadas a infecgBes persistentes,
exercendo importante papel nas condigdes clinicas, como alguns casos de flare-
ups (MATUSOW, 1895) e insucessos endoddnticos (ENGSTROM, 1964). Desta
forma, o controle da eliminacdo dos microrganismos e dos seus substratos é ¢

principal objetivo da Endodontia atualmente,
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2.2 Controle da infeccdo endoddntica

O objetivo da Odontologia como ciéncia & preservar e restabelecer a
satde e a fung@io dos tecidos orais. Consequentemente a Endodontia, como
area da Odontologia, deve ter o mesmo objetivo, principalmente porque o estado
da polpa dental é importante para quase todas as disciplinas odontolégicas

(GOMES, 1995).

Existe intima relagdo entre a Microbiologia e a Endodontia. Como o8
microrganismos estdo envoividos nas doengas pulpares e dos tecidos
petiapicais, ¢ a terapia endoddntica & essencialmente um procedimento de
desinfeccdo, é essencial que se tenha compreensfio da Microbiologia para se
entender as fases do preparc quimico-mecénico e da obturagdo dos canais

radiculares (WEINE, 1989).

O tratamento endoddntico é realizado para se evitar que a infecgao se
espalhe dos canais radiculares para os tecidos perirradiculares. Esta terapia
deve ser executada em condicdes assépticas de maneira a evitar a introducéo

de contaminantes externos ao sistema de canais radiculares.
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Os mecanismos de defesa do hospedeiro dificiimente atingem as
bactérias que se estabelecem no sistema de canais radiculares. Sendo assim,
as infecgbes endodonticas devem ser tratadas principalmente por procedimentos
mecanicos auxiliados por substéncias quimicas, capazes de remover as
bactérias localizadas nos tdbulos dentindrios a uma pequena distancia da
superficie pulpar. A maioria das bactérias presentes em canais radiculares
infectados, pode ser removida por estes procedimentos endaeddnticos de rotina.
Porém, a eliminacao das bactérias ndo ocotre totalmente na pratica clinica
devido as complexidades anatdmicas de muitos canais radiculares, limitando a

acdo de agentes terapéuticos (BIFF]1 & RODRIGUES, 1989).

Desta forma, os microrganismos podem permanecer em ramificacdes e
iregularidades do sistema de canais radiculares, como o interior dos tibulos
dentinarios. Se eles permanecerem em nGmero suficiente & em ambiente que
favoreca © seu crescimento, poderdo multiplicar-se e restabelecer a
contaminacdo clinica do espago pulpar (BYSTROM et al, 18285

BERGENHOLTZ & CRAWFORD, 1989, ANDC & HOSHINO, 1890).
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Estudos em microscopia eletrdnica de varredura (SEN et al, 1995),
usando dentes humanos recém-extraidos, observaram a presenca acentuada de
hactérias em forma de cocos e bastonetes, constituindo-se em. coldnias,
principalmente nas paredes dos canais, @ também, em grau variadoe, penetrando
nos tabulos dentinarios dos tercos médio e apical das raizes. A profundidade
atingida pelas bactérias nos tibulos dentinarios foi em média de 50 um.
Somente em alguns espécimes atingiram 150um de profundidade. Qutros
estudos., como o de SIQUEIRA et al. {1996), observaram que bactérias
anaerébias também sio capazes de penetrar nos tibulos dentinarios em
diferentes profundidades, onde ndo podem ser atingidas por instrumentos

endododnticos.

A limpeza do canal radicular depende, pottanto, nao sé da acdo mecanica
de limas e alargadores, mas também da agfio de solugbes irrigadoras que
iubrificarn o canal radicular durante a ag3c de corte dos instrumentos
endodénticos, auxiliam na remogéo de smear layer, além de terem potencial
germicida e acdo solvente sobre exudato, tecido pulpar necrosado e pré-dentina;
auxiliando significativamente na redugdo dos depdsitos microbianos nes canais
radiculares (SPANGBERG, 1982). Varias solugbes como o hipoclorito de sddio

(NaOCl), solugdo fisioldgica, EDTA, 4cido citrico, digluconato de clorexidina,
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solugao de acetato de bis-dequalenio (Salvizol), e varios outros tipos t&m sido
empregadas com estes propositos, no entanto um irrigante que reuna todas as

propriedades acima citadas ainda n&o foi encontrado.

A eficiéncia de uma solugdo irrigadora ndo depende apenas de sua natureza
quimica, mas também de sua guantidade, temperatura, tempo de contato,
profundidade de penetracdc da agulha irrigadora, calibre da agulha, tenséo

superficial do irrigante e tempo de fabricacéo da solugio (INGLE et al., 1985).

QO hipoclorito de sédio (NaOCI), em diferentes concentragdes, tem sido
amplamente utilizado como irrigante desde sua introduco na Endodontia por
WALKER em 1936. Além das propriedades clarcadora e de dissolugdo de
tecidos (GORDON et al., 1881), o NaOCI tem se mostrado efetive como agente

desinfetante (BLOOMFIELD & MILES, 1979},

O efeifo antimicrobiane do hipoclorito de sddic a 0,5% como irrigante do
canal radicular foi estudado em 1983 por BYSTROM & SUNDQVIST, em 15
dentes monorradiculares bortadores de necrose pulpar com cavidades fechadas
e rarefacdes 0sseas periapicais. Como controle, 0s autores utilizaram irrigagao

com soro fisiolégico em outros 15 dentes nas mesmas condigtes. Todos os
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canais apresentaram iniclalmente culturas positivas de microrganismos,
totalizando 169 espécies bacterianas isoladas, sendo 80% de anaerdébios. A
maioria das culturas permitiu crescimento de mais ge uma espécie, com média
de quatro por dente. As espécies comumente isoladas foram: Fusobacterium,
Eubacterium, Peptostreptococcus e “Bacteroides”. As solugbes irrigadoras foram
utilizadas como auxiliares do preparc quimico mecénico efetuados em cinco
sessdes com intervalos de 2 a 4 dias. Apds o tempo preestabelecido, foram
feitos testes bacterioldgicos dos canais. Os resuitados evidenciaram culturas
negativas em 12 dos 15 espécimes tratados com hipoclorito de sodio a 0,5% e
dos 15 tratados com soro fisioldgico. Os resultados sugerem melhor efetividade
da solugdo de hipoclorito de sddio a 0,5% como irrigante de canais em

comparacic ao soro fisiolégico.

No entanto, varias complicacdes tém sido relatadas com o uso do NaQCi
durante o tratamento dos canais radiculares. A literatura contém vérios casos de
injecbes acidentais deste irrigante em tecido periapical (BECKING, 1991,
KAUFMAN & KEILA, 1989, SABALA & POWELL, 1989). Pelo fato do NaOCI ser
agressivo aos tecidos, tais acidentes sdo de relevancia clinica por poderem
gerar dor severa, répido desenvolvimento de edema, hematoma, necrose €

abcessos. Estes danos séo causados devido ao efeito oxidativo do NaOC! nos
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tecidos vitais da regido periapical, e também pela reagdo inflamatéria

desencadeada (BECKING, 1991).

Alem disso, a capacidade de remogdo de smear Jayver do NaOCl tem se
mostrado deficiente. O uso do NaQOC|, durante ou apds a instrumentacdo
endoddntica, tem agio apenas sobre a camada mais superficial da smear Jayer
(BERG et al., 1986, BAUMGARTNER & MADER, 1987). A remocgéo de tecido
orgénico e da smear layer tem sido conseguida satisfatoriamente com o uso do
NaOClI alternado com um agente guelante, como o EDTA (WHITE et al., 1984;
BAUMGARTNER & MADER, 1987; CENGIZ et al., 1990}. O EDTA ({Acido Etileno
Diamino Tetraacético} € o agente quelante mais comum, e reage com ions calcio
da dentina, formando quelatos soltveis de calcio. O EDTA tem capacidade de
descaleificar 20 a 30um de dentina, em 5 minutos. Devido ao efeito quelante do
EDTA ser deficiente no tergo apical dos canais radiculares (FEHR & NYGAARD-
OSTBY, 1963; FRASER, 1974), diferentes sclugbes tenso-ativas, como o
brometo de amdnio quartenario, tém sido adicicnadas ao EDTA com a finalidade
de reduzir sua tens&o superficial ¢ aumentar a penetrabilidade (FEMR &
NYGAARD-OSTBY, 1963). Estas combinacdes sdo eficientes na remocgdo de
smear layer, no entanto, a limpeza do terco apical dos canais ainda é

comprometida (McCOMB & SMITH, 1875).
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O digluconato de clorexidina, em concentracdes variadas, tem sido muito
utilizado em periodontia devido sua agao antibacteriana (UNSAL et al., 19984),
tendc acdo conira bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A agao
antimicrobiana da clorexidina se dé pela ligagdo de moléculas catibnicas as
paredes celulares das bactérias que si0 carregadas negativamente. Em altas
concentfagées, seu efeito & bactericida pois age rompendo a parede celular,
interferindo no mecanismo de transporte e secundariamente na coagulagdo do
citoplasma pela alta afinidade a proteinas. Estande em baixas conceniragdes, a
clorexidina tem agdo bacteriostatica, inibindo as fungoes da membrana, sendo
seu efeito mantido por varias horas depois da aplicaggo, devido sua gxcelente
substantividade (efeito residual) (GREENSTEIN et al, 1986). Além da sua
apresentacdc em solugao, encontramos a clorexidina em dentifricios, vemizes e

em gel (LUOMA, 1992).

A clorexidina tem sido usada na Endodontia, como solugdo irrigadora e
medicagao intracanal ( DELANY et al,, 1982; RINGEL et al., 1982; JEANSONNE
& WHITE, 1994). Sua ac¢fo como irrigante endodontico é comparada ao

hipoclorito de sédio devido as suas propriedades de inibir o crescimento de
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bactérias comumente encontradas nas infeccdes endoddnticas {CERVONE et
al., 1880), grande substantividade (WHITE et al., 1997), e relativa auséncia de

citotoxicidade (OHARA st al., 1993; JEANSONNE & WHITE, 1994).

Muita atengéo tem sido dada as propriedades guimicas, porém pouce tem se
estudado a fim de melhorar a aglo mecanica das solugdes irrigadoras. As
substancias para limpeza do sistema dos canais radiculares durante o preparo
quimico-mecénico normalmente séo utilizadas na forma de solugdo. STEWART
et al. (1961) sugeriram a utilizagdo de um irrigante endoddntico viscoso com
base de glicerina anidrica, que mostrou ter boa agfo lubrificante além de
aumentar a capacidade antimicrobiana do perdxido de uréia. Porém, desde
entdao, poucos trabalhos foram realizados dando énfase & forma de

apresentacao dos irrigantes endodénticos.

O gel de clorexidina tem mostrado bons resultados em Qdontologia no
controle da carie dental devido sua agéo na reducéo de Strepfococcus mutans e
espécies de Lactobacilius (EPSTEIN et al, 1991; CLARK et al, 1991,
BONDESTAM et al., 1296). Quando aplicado subgengivalmente, demonstra
eficiéneila no auxilio do tratamento periodontal, embora ndo substitua o©

tratamento convencional (OOSTERWAAL et al., 1989; KELTJENS et al,, 1991).
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Na Endodontia, a clorexidina gel ja foi estudado apenas como medicagao
intracanal, apresentando bons resultados (SIQUEIRA & UZEDA, 1997), nao
havendo trabalhos utilizando o gel de clorexidina como irrigante endoddntico.
Devido sua maior viscosidade, acreditamos que a clorexidina gel possa manter o
principic ativo mais tempo na regigo de aplicagao e auxiliar na remogéo dos
debris de dentina e fecido necréfico criados pela instrumentac@o, além de
possuir propriedades quimicas semelhantes a clorexidina em solugdc e
promover major lubrificagdo do canal durante o corte da dentina pelos
instrumentos endodénticos. Além disso, a grande vantagem do gel de clorexidina
é que a base gel utilizada, ¢ Natrozol , tem pH entre 6,0-9,0 ¢ é solivel em agua
ou alecool (informacéo do fabricante — Proderma Farmacia de Manipulacéo Ltda.

Piracicaba- SP).

E reconhecido que os efeitos antibacterianos dos procedimentos
quimicos-mecanicos podem ser aumentados com 0 UsO de uma. medicagao
intracanal, como por exemplo o hidréxido de calcio (BYSTROM et al., 1985;
BERGENHOLTZ & CRAWFORD, 1989; SAFAVI et al. 1990). Entretanto, a
eficécia de tal tratamento dependera da acessibilidade ¢ da suscetibilidade dos

organismos residuais (GOMES et al., 1986c).
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A obturacdo do canal radicular € a Ultima fase da terapia endodéntica e
deve ser realizada em condicBes clinicas satisfat6rias. A obturacdo deve selar
hermeticamente o canal, sem trauma fisico ou guimice aos tecidos periapicais,
de maneira a permilir o selamento bioidgice do canal. Se o material obturar nao
se dissolver nos fiuidos dos tecidos periapicais ou orais (pela perda do
selamento coronario), um sucesso a longo prazo € esperado (BERGENHOLTZ &
CRAWFORD, 1989). Para que isso ocorra, a presenga de um selamento
coronario efetivo apds a obluragdo dos canais é essencial para se evitar a
recontaminacdo bacteriana do sistema de canais radiculares (TRONSTAD,

1991).

Claramente a terapia endodéntica € incapaz de remover fodas as
bactérias do sistema de canais radiculares, ndo somente pela complexidade
anatémica do espago pulpar que impede a sua total remocdo mas também
porque, alguns nutrientes capazes de favorecer o crescimenic de organismos
residuais irdo, inevitavelmente, permanecer. Entretanto, alguns organismos
persistentes poder@o ser “compativeis com o© hospedeird® e ndo causar

reinfeccdo (GOMES et al. 1996¢).
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221 Influéneia da smear layer nas diversas fases do tratamento endodontico

22141 No preparo quimico-mecanico

A a'géo mecanica dos instrumentos endodénticos também é responsavel
pela formagao de uma camada sobre a parede dentinaria dos canais radiculares,
denominada smear fayer, composta por raspas de dentina, remanescentes de
tecido pulpar e processos odontoblasticos e, algumas vezes, por bactériés
(McCOMB & SMITH, 1975). A smear layer, quando observada por Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV), possui aspecto amorfo, irregular e granular
(BRANNSTROM et al, 1980; YAMADA et al. 1983; PASHLEY et al, 1988).
McCOMB & SMITH (1975) foram os primeiros a observarem esta camada sobre
a parede dentinaria de canais radiculares instrumentados, relatandoc possuir
aparéncia similar & smear layer observada apés preparos caviidrios, apesar

desta altima ser constituida apenas por raspas de dentina.
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A Microscopia Eletronica de Varredura tem sido bastante utilizada, ha anos,
para se avaliar a formacdoc de smear layer nos canais radiculares apds
instrumentagéo endoddntica (McCOMB & SMITH, 1975; BRANNSTROM et al,
1980; CAMERON, 1983, MADER et al,, 1884; YAMADA et al. 1983; PASHLEY
et al., 1988; CZONTSKOWSKY et al., 1980, GARBEROGLIO & BECCE, 1894,
BERUTTI & MARINI, 1896}, além de avaliar a capacidade de debridamento de
irrigantes endoddnticos (BAUMGARTNER & MADER, 1987; GUTIERREZet al.,
1980, BERUTT! & MARINI, 1996; STEWART, 1998) e observar a distribuigcdo de
microrganismos no interior de canais radiculares infectados (NAIR, 1987;

MOLVEN et al., 1991; GEN et al,, 1995).

A espessura da smear layer € de aproximadamente 1 a Sum (GOLDMAN
et al., 1981; MADER et al, 1984), Esta espessura depende do tipo de
instrumento utilizado no prepare do canal radicular e se a dentina foi cortada
com ou sem irrigacdo (BARNES, 1674; GILBOE et al., 1980). O aumento das
forgcas centrifugas durante a instrumentagéo, gerado pelo tipo de movimento e
proximidade das laminas de corte do instrumento com a dentina, produz
camadas de smear layer mais espéssas e resistentes (JODAIKIN & AUSTIN,

1981} e por isso, a quantidade de raspas produzida por instrumentos rotatorios,
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como as brocas de Gates-Glidden, € maior do que a produzida pela

instrumentacdo manual (CZONTSKOWSKY et al., 1990).

A smear layer pode ser dividida em 2 partes: a primeira seria a smear
layer superficial e, a segunda, seria a porgao que fica no interior dos tubulos
dentindrios (CAMERON, 1983; MADER et al, 1984). A penetragdo de smear
layer no interior dos tibulos dentinarios foi calcuiada como sendo em tomo de 40
pm, sendo atribuida a agdo de brocas e instrumentos endodbnticos
(BRANNSTROM & JOHNSON, 1974; MADER et al., 1984). No entanto, CENGIZ
et al. (1990) propdem que a penetracéo de smear fayer nos tibulos dentinarios
possa ser causada por capilaridade devido a forgas adesivas entre os tubulos
dentinérios e os componentes da smear layer. A hipétese da capilaridade pode
explicar o fendmeno observado por AKTENER et al. (1289) que demonstraram-
haver aumento na penetracdo de smear layer, para até 110um, no interior dos
ibulos dentindrios, quando se utilizava reagentes tensoativos, ou seja , que

dirninuem a tensdo superficial, durante a instrumentagdo endodontica.

As vantagens e desvantagens de se remover a camada de smear layer
ap6s a instrumentagdo endoddntica ainda é controverso. Alguns autores relatam

néo haver invas@o bacteriana em dentina quando ha presenca da smear layer
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(MICHELICH et al., 1980; DIAMOND & CARRELL, 1984) sugerindo que a
formacio de tampdes de dentina barre a penetracao de bactérias no interior dos
tibulos dentindrios {(VOJINOVIC et al.,, 1973). Contrariamsnte, outros estudos
demonstram que bactérias podem sobreviver em meio aos componeantes da
smear layer & no interior dos tubulos dentindrios apds a instrumentagéo
endodéntica (BRANNSTROM & NYBORG, 1973; BAKER et al., 1975; YAMADA
gt al., 1983) e ainda, crescer no interior dos tibulos dentinarios (WILLIAMS &

GOLDMAN, 1985; MERYON et al., 1986; MERYON & BROOK, 1990).

A smear layer tem capacidade de retardar a penetragdo de certas
espécies bacterianas, como o Profeus vulgaris, porém, sem barrar
completamente a penetracdo (WILLIAMS & GOLDMAN, 1885). MERYON et al.
(1986) observaram que as bactérias Pseudomonas aeruginosa penetravam
mesmo em espessos discos de dentina, verificando que estas bactérias tém a
capacidade de remover a smear layer e abrir os tubulos dentinarios,
provaveimente, pela produgdo de enzimas proteoliticas, assim como
Actinomyces viscosus, Corynebacterium ssp. e Streptococcus sanguis
(MERYON & BROOK, 1990). Portanto a smear layer ndo € uma barreira

completa & penetragao bacteriana (SEN et al., 1995).
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Em canais extremamente infectados, mesmo apés o preparo quimico-
mecanico, algumas bactérias localizadas mais profundamente no interior dos
tibulos dentindrios, ndo sdo eliminadas (BYSTROM & SUNDQVIST, 1981,
1983, 1985). A presenca de smear layer dificulta a agéo antimicrobiana dos
agentes irfigantes no interior dos tdbulos dentindrios (GOLDBERG &
ABRAMOVICH, 1977: WAYMAN et al, 1979, YAMADA et al, 1983
BAUMGARTNER & MADER, 1987). No entanto, a camada de smear layer ndo
impede por completo a agdo dos irrigantes, apesar de retardar (ORSTAVIK &
HAAPASALO, 1990). Desta forma, a remogéo da smear layer € bendfica por
facilitar a destruicdo de bactérias no interior dos tubulos dentinarios, bem como
permitir o uso de solugdes irrigantes em menor quantidade e concentracdo

(BRANNSTROM, 1984; HAAPASALO & ORSTAVIK, 1987).

2.2.1.2 Na obturacdo dos canais radiculares

Outra importante consideragdo em Endodontia & a obturagao final do canal
radicular. A smear layer sobre as paredes do canal radicular atua como barreira
fisica, interferindo na adesfio e penetragdo dos cimentos obturadores nos tlbulos

dentinarios (WHITE et al., 1987; OKSAN et al., 1993). Com & remogao da smear
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layer ocorre penetragdo do cimento obturador no interior dos tibulos dentinérios
aumentando a interface entre a obturagéo e a parede dentinaria, melhorando a
capacidade seladora da obturagdo (WHITE ef al, 1984). Além disso, a
degradagdo da smear layer por enzimas proteoliticas produzidas por ceras
espécies bacterianas, produz falhas entre o material obturador e a parede do
canal radiculay, permitindo a infiltracdo de outros microrganismos, e seus
subprodutos, pelo canal radicular até os tubulos dentindrios e regido periapical
(UITTO'et al.,, 1988}, A degradacdo da smear layer pode estar relacionada ,

fambém, com falhas em obluracdes retrogradas (PITT FORD & ROBERTS, 19890).

2.3 O presente estudo

Tendo em visla 0s aspectos acima mencionados, verificamos que estudos
para avaliagdo da utilizaggo do digluconato de clorexidina gel como irrigante

seriam de grande interesse a pratica endodbntica.
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3. PROPOSICAO

Este trabalho tem como principais objetivos:

i. Verificar a afividade antimicrobiana in vitro de diversas concentragbes do
hipociorito de sodio (NaOCI), digluconato de clorexidina liquida e do digluconato
de clorexidina gel contra microrganismos aerobios, anaerébios facultativos e

anaerdbios estritos, comumente encontrados na microbiota endoddntica;

2. Verificar a acdo antimicroblana do digiuconato de clorexidina gel a 0,2% e 2%
e de vérias concentragbes de hipocloritc de sodio (NaQCi), na eliminagéo in

vitro de Enterococcus faecalis em diferentes tempos de exposigo.

3. Verificar a agfio do hipoclorito de sédio 5,25%, digluconato de clorexidina
liquida 2% e do digluconato de clorexidina gel 2% quanto a capacidade de
remocao de smear layer através de microscopia eletronica de varredura, e da

eliminagéo de Enterococcus faecalis de canais contaminados in vitro,
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Atividade antimicrobiana de irrigantes endodonticos através de

difusdo em agar

411 Materiais

4.1.1.1 Microrganismos

4.1.1.1.1 Aerdbios:

= Candida albicans (NTCC 3736)

& Bacillus subtiiis

® Bacilius cereus (B213)
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4.1.1.1.2 Anaerdbios facultativos:

o Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
D Streptococcus sobrinus (6715)

& Actinomyces naesludii (M104)

= Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

D Streptococcus sanguis (ATCC 10556)

4.1.1.1.3 Anaerdbios estritos (isolados clinicamente dos canais radiculares):
> Prevotella intermedia

= Porphyromonas gingivalis

= Porphyromonas endodontalis

= Prevotella denticola

4112 Meios de cuitura

= Brain Heart infusion Broth (BHI) - Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, UK
= Brain Heart infusion Agar (BHIA) - Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, UK
< Muelier-Hinton Agar (MHA) - Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, UK

o Fastidious Anaerobe Agar (FAA) ~ Biobras SA, Montes Claros, MG
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4.1.1.3 Irrigantes testados

< clorexidina liquida 0,2%..ccvcvcvenreeeee (CLT)
2 clorexidina liguida 1% wcocevevccnennee {CL2)
< clorexidina liquida 2% «cvcveveeriiicnnne (CL3)
= clorexiding liquida controle ...........ccc.o. {CLcon)

= clorexiding gel 0,2% e JGGT)

o clorexidina gel 1% .oeivccnniicinn (CG2)
o clorexidina gel 2% e {CG3)
< clorexiding liguida gel.v . {CGcon)
= hipociorito de 36dic 0,5%...ccrincnccnne (H1)

= hipoclorito de s6dio 1% {H2)

2 hipociorito de s6dio 2,5%....ccecivrinann {H3)

& hipoclorito de s0dio 4%....ccviniiincnin, {4}

= hipoclorito de sddio 5,25%....ccconnnnncn (HE)

= hipoclorito de sodic controle ... {(Hcon)

o agua destilada...........ccccoonnnen.. (AD) ~ controle negativo

= satina estéril .. (8} - controle negativo
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Todos os irrigantes utilizados foram preparados na mesma farmacia de

manipulagdo (Proderma Farmécia de Manipulacdo Lida. - Piracicaba, SP).

412 Métodos

4.1.2.1 Preparagao do indculo

A atividade antimicrobiana foi realizada pelo método classico de difusdo em
agar, com algumas modificagdes, e posterior leitura dos halos de inibicdo de

crescimento microbiano.

Os organismos aerdbios e facultativos foram subcultivados em placas de
BHIA e incubados por 18-24 h a 37°C (em atmosfera de 10% CQO,p, para 08
facultativos). Os organismos anaerébios estritos foram subcuitivados em placas
de FAA + 5% sangue de camneiro desfibrinado (EBEFARMA, Araras, SP) e
incubados em camara de anaerobiose (Don Whitley Scientific, Bradford, UK) em

atmosfera anaerobia de 80% Na, 10% CO», 10% Hg por 48 h.




Apds crescimento em meio sélido, coldnias iscladas de aerdbios e
facultativos foram suspensas em tubos contendo § mi. de soluco estéril de NaCl
a 0.85% (Fig. 4.1A). Apds agitacdo mecénica, a suspensdo era ajustada em
espectrofotdémetro com absorbancia de 800 nm, aié atingiv a concentragdo

equivalente a 0.5 da escala de McFarland (1,5 x 108 bactéria/mL).

Para as bactérias estritamente anaerébias coldnias suspensas em solugao
estéril de NaCl a 0.85% ate atingir a concentrag@o equivalente a 1 da escala de
McoFarland. Tais indculos foram utilizados por promoverem crescimento semi-

~sonfluente de todos os microrganismos testados.

4.1.2.2 Preparo das camadas de agar e do indculo

Para avaliar a atividade antimicrobiana das substéncias testadas frente as
bactérias aerdbias, facultativas e levedura foram utilizadas placas de 140 mm de
digmetro. Para o teste com bactérias anaerébias estritas, foram utilizadas placas
de 80 mm de didmetro. Os testes foram realfizados em triplicata em tempos

diferentes.
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41221 Bactérias aerdbias, facultativas e levedura

Utilizou-se ¢ método de camada dupla.

inicialmente foram preparadas placas (140 x 25mm) contendo 40 ml. de
MHA que serviram de base para a camada de indculo {seed), que era preparada a

seguir.

Quarenta mL de BHIA eram preparados e autoclavados em frascos de
vidro com tampas rosqueaveis, Durante o processo de resfriamento, guando o
BHIA atingia 45°C, ainda em estado liquido, se adicionava 400ul. do indculo
microbiano  (Fig. 4.1B) e se promovia agitacdo uniforme do conjunto. O BHIA
passava a ter, portanto, 1% de indculo microbiano, ¢ era entdo distribuido sobre a

camada sélida de MHA (Fig. 4.1C).
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41222 Bactérias anaerébias estritas

Para as bactérias anaerdbias astritas foi utilizada somente uma camada
de meio de cultura, a qual o indculo bacteriano fol plagueado diretamente
(camada seed). Estudos pilotos foram feitos para determinar qual a meihor
concentraco da suspensio bacteriana e a técnica de inoculagio que permitisse
crescimento semi-confluente dos organismos a serem testados. Nestes estudos
foi observado que o método da camada dupla associada com 1% do indculo nas
concentracdes de 0.5 e 1 na escala de McFarland, ndo produziam crescimento
das bactérias anaerdbias estritas. isto pode ocorrer devido a sensibilidade térmica
de tais baciérias e 3 necessidade de ter uma concentracdc mais elevada de

células bacterianas para haver crescimento (GOMES, 1995).

Placas de 80 mm foram preparadas com 50 ml de FAA + 5% de sangue
de cameiro desfibrinado. Apds a solidificacdo do agar, as placas foram colocadas
em atmosfera de anaerobiose por 24 horas para serem pré-reduzidas. A seguir,
150ul do indeulo bacteriano foi plaqueade, de forma uniforme, diretamente sobre

o meio de cultura com o uso de um swab de madeira esteril.
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4,1.2.83 Colocacio dos tubos de inox sobre a superficie do agar

Apds o solidificagdo dos meics de cultura, tubos de inox com 6 mm de
largura interma, 8 mm de largura extemna e 10 mm de aitura, forarn colocados
sobre a superficie do dgar (Fig. 4.1D). Cada tubo foi preenchido com 40 pl de
cada solugdo a ser testada (Fig. 4.1E). As placas foram entéo mantidas por 2 ha
temperatura ambiente para permitir a difus@o do gel e das solugbes no agar (as
placas contendo os indculos de anaerdbios estritos foram conservadas em jarros
anaerdbios & temperatura ambiente}. A manipulagdo das placas contendo culturas
anaerdbias estritas foi feita sob o fluxo continuo de nitrogénio para reduzir ©

tempo de exposicio de tais bactérias & atmosfera ambiente.

4.1.2.4 Incubagéo

As placas foram ento incubadas a 37 °C em condigbes gasosas apropriadas (Fig.

4.1F).

47




Figura 4.1. A: suspensao microbiana; B-C: semeadura; D: colocagao dos cilindros de ago-
-inox sobre a camada seed, E- preenchimento dos cilindros com as substancias
testes; F: incubacio.
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4.1.2.5 Leitura dos halos de inibicao

A primeira leitura para os organismos aerébios como Candida, Bacillus
cereus, Bacillus subitilis e Staphylococcus aureus foi feita apds 24 h de incubacao
a 37 °C. A primeira leitura dos organismos facultativos como Streptococcus e
Actinomyces foi feita apés 48 h de incubagdo a 10% de CO,. Finalmente, a
primeira leitura para as bactérias anaerdbias estritas (Porphyromonas e
Prevotella) foi feita apos 7 dias de incubacao em atmosfera de 80% Hz, 10% COx,

10% No.

Apds o periodo de incubacao foi adicionado as placas (exceto as contendo
FAA + sangue) 5 mL de gel de agar a 1% acrescentado de cloreto de
trifeniltetrazdlico (TTC) a 0,5% com a finalidade de otimizar a leitura das placas.
Apos a solidificacao do meio (5 min sobre toalha com gelo), as placas foram

incubadas a 37°C por 15 min e realizadas as leituras das placas.

Os raios das zonas de inibicao microbiana corresponderam a menor
distancia entre a superficie externa do cilindro e o inicio da regiao de
crescimento microbiano (Figs. 4.2 e 4.3), os quais foram medidos com o auxilio

de paguimetro milimetrado.
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Figura 4.2. Halos de inibi¢do de crescimento de S. sanguis quando em contato com gel
de clorexidina 2% (A-B) e com gel de clorexidina 1% (C-E-D-F).

Figura 4.3. Halo de inibi¢do de crescimento de P. endodontalis quando em contato com gel
de clorexidina 2% .
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4.1.2.6 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através do programa
SPSS-PC* (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) utilizando o teste ANOVA. A

significancia foi estabelecida em nivel de 5%.

4.2 Atividade antibacteriana do digluconato de clorexidina gel a 0,2% e
2%, e de varias concentracoes de hipoclorito de sédio contra

Enterococcus faecalis em diferentes tempos de exposicao

421 Materiais

4.2.1.1 Microrganismo

< Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
42.1.2 Meios de cultura
< Brain Heart Infusion Broth (BHI) - Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, UK

2 Brain Heart Infusion Agar (BHIA) - Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, UK
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42.1.3 Irrigantes testados

> clorexidina gel  0,2% .coovviieiiiiinnnnnn (CG1)
o clorexidina gel 2% .coveeeeiinienniniinen (CG3)
> hipoclorito de s6dio 0,5%.......ccoovvveiniiiinenes (H1)
= hipoclorito de s6dio 1%....eeeiveiieiiniiiiiinnn: (H2)
> hipoclorito de s6dio 2,5%.......ccccveiiriiiiennns (H3)
2 hipoclorito de s6dio 4%.......ccoveiiiiiininnnns (H4)
> hipoclorito de s6dio 5,25%........coviriiienn. (H5)

Todos os irrigantes utilizados foram preparados na mesma farmacia de

manipulacéo (Proderma Farmacia de Manipulacéo Ltda. - Piracicaba, SP).
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4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Preparacao do inéculo

Culturas puras de Enterococcus faecalis em caldo de BHI foram
subcultivados em placas de BHIA e incubadas por 18-24 h a 37°C em atmosfera

de 10% COQ

Apds crescimento em meio sélido, coldnias isoladas desta bactéria foram
suspensas em tubos contendo 5 mL de solucao estéril de NaCl a 0.85%. Apods
agitacdo mecénica, a suspensdo era ajustada no espectrofotdmetro com
absorbancia de 800 nm, até atingir a concentragao equivalente a 0.5 da escala de

McFarland (1,5 x 10° bactéria/mL).

4222 Efeito antibacteriano dos irrigantes testados

Um mbL de cada agente irrigante foi colocado no fundo dos pogos de

placas de cultura de células contendo 24 pogos (Corning Cell Culture Cluster,

Corning, NY). Pogos contendo 1 mL de solugéo salina estéril a 0.85% serviram
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de controle. Cada irrigante foi colocado em 3 pogos. A seguir, 1mL do inoculo

bacteriano foi colocado em contato com os irrigantes e a salina.

Decorrido 45s, 1min, 3 min, 5 min, 10 min, 20 min e 30 min, foram
retirados 100 puL de cada pogo, os quais eram transferidos para tubos contendo
0,9 mL de BHI recém-preparado + neutralizadores. Os neutralizadores (0,6% de
tiosulfato de sédio, para o hipoclorito de sédio e 0.5% de Tween 80 e 0,07% de
lecitina para a clorexidina) foram adicionados ao BHI para evitar a acao residual

dos irrigantes.

Todos os tubos foram incubados a 37°C por 7 dias. O crescimento
bacteriano era observado durante o periodo de incubacdo pela presenca de
turbidez do meio. A pureza das culturas positivas era confirmada através da
coloracdo do Gram, morfologia das colénias plaqueadas em BHI agar sangue e
por método bioquimico de identificagdo bacteriana (Api 20 Strep — bioMeérieux

SA, Marcy-I'Etoile, Francga) (Fig. 4.4).
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Figura 4.4. Identificagao de bactéria apés o periodo de incubacao de 7 dias através do kit
de identificacao Api 20 Strep, confirmando a presenca de E. faecalis.
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4.3 Contaminacdo in vitro dos canais radiculares com E. faecalis,
capacidade de eliminacéo de E. faecalis e de remocaoc de smear layer

pelos irrigantes endodonticos

4.3 Preparc dos dentes

Foram utlizados, 65 incisivos centrais superiores humanos extraidos
(armazenados em Dakin) com raizes retas. Dentes com apices ndo-formados e
com forames apicais com mais de 0.5 mm de didmetro ndoe foram incluidos nesta

pesquisa.

Os acessos coronarios foram feitos convencionaimente com pontas
diamantadas esféricas # 1011 a 1013. Os desgastes compensatdrios foram

feitos pontas diamantadas cOnicas com ponta inativa # 3082, em alta rotagao.
Limas #10 foram introduzidas no canal até que sua ponta ultrapassasse
imm além do forame apical do dente ficando visivel. Retornande-a 2 mm

obtinhamos o comprimento de trabalho. Todos os dentes foram instrumentados
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inicialmente pela técnica do “step-back’, utiiiﬁénda limas tipo K. Duranie a
preparagdo inicial dos dentes, foi usado 1 mL de Agua destilada estérit.como
irrigante, a cada troca de fima. O lima de meméaria de todos os dentes foi a lima
K # 35. Os dentes foram mantidos em gazes estéreis umedecidas durante a

instrumentag&o para se evitar desidratagao.

A smear layer formada durante a instrumentacdo inicial foi removida
lavando-se os dentes por 10 minutos em EDTA 17%, seguido por mais 10
minutos em NaOC| 5,25%, sempre sob agitagdo (PEREZ et al, 1983). Os
especimes foram entdo lavados com solugdo de fosfato tamponado para
remocdc de tragos de EDTA e NaOCL Todos os dentes tiveram seus forames
apicais selados com resina epdxi e foram autoclavados a 121°C por 30 minutos,
em frascos individuais contendo 4 mL de Brain Heart infusion (BHI). Finalmente,
ap6s a autoclavagem, os dentes foram mantidos por 48 horas em estufa a 37°C,

para comprovagio de esterilidade.
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4.3.2 Contaminacéo /n vitro com E. faecalis

Culturas puras de Enferococcus faecalis ATCC 29212 foram utilizadas
como contaminantes dos canais radiculares. Estas bactérias foram subcultivadas
em BHI dgar e incubadas a 37°C em uma atmosfera de 10% COz, por 24 hs. ApCs
este periodo, foram preparadas suspenstes bacterianas em BHI com
concentracdo equivalente a 0.5 da escala de McFarand (1,5 x 10® bactériaymL),

confirmada em espectrofotdmetro (comprimento de onda de 800 nm).

Os frascos contendo os dentes ja esterilizados foram abertos em cédmara
de fluxo laminar. Os dentes foram montados verticalmente em bases de madeira
previamente esterilizadas, para facilitar o manuseio. A contaminagéo dos dentes
foi realizada de acordo com a metodoiogia de SIQUEIRA et al. {1987). Sendo
assim, cada canal radicular foi inoculado com 40ul da suspensdo de E. fascalis
através de seringas de tuberculina de 1 mi estéreis. Os dentes foram selados

com material restaurador temporario (Cavit) e incubados a 37°C por 7 dias.
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4.3.3 Agéo antibacteriana dos irrigantés sndoddnticos no interior dos canais

radiculares infectados in vitro

Apds o perfodo de “contaminagdd”, os dentes foram retirados da estufa, em
condicBes assépticas, sendo irrigados com 3 mL de salina estéril. Os canais
radiculares foram secos com pertas de papel absorvente estéreis, que foram
depositadas em frascos com tampas rosqueaveis contendo 5 mbL de BH! liquido.

Estas amostras foram denominadas * pré- tratamento”.

Feita esta coleta esta coleta inicial, os dentes foram divididos em 4 grupos,

sendo que cada grupo teve seus dentes imigados com uma das solugdes testes.

Grupot: 20 dentes, irigados com NaOCI 5,25%;
Grupo 2: 20 dentes, irigados com digluconato de clorexidina liquida 2%,
Grupo 3: 20 dentes, irrigados com digluconato de clorexidina gel 2%;

Grupo 4: controle negativo com 5 dentes, irrigados com salina estéril;
Os canais foram irrigados com 3 mL da solugdo teste escolhida (de acordo
com o grupo) corn auxilio de seringa estéril e agulha 26G, colocando-se a agulha

o mals proximo possivel do comprimento de trabalho sem que houvesse
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fravamento dentro do canal. Colocado o irrigante, o canal foi instrumentado com
imas do tipo Hedstréen # 25 fazendo-se movimenios de limagem agindo, em
todas as paredes do canal durante 30 segundos. Apds a instrumentacgéo, foi
realizada nova irigagédo com 3 mlL da solucdo teste, seguida de nova
instrumentacfo e irrigagdo. Foi realizado uma Gitima irrigacdo com 3 mL do
neulralizador especifico da solugdo teste para se evitar aglo residual dos
irrigantes. Por fim, realizou-se irrigacdo final com 3 mlL de salina estéril. Portanto
realizou-se. frrigacdo— instrumentacdo-— irrigagdo—  instrumentacdo—

irrigacdo—» neutralizacdo— salina.

Neutralizadores: | NaQOCI Tiossulfato de sodio a 0,6%

Clorexidina: Tween 80 a 0,5% + Lecitina de soja a 0,07%

Apods a irrigacao final com salina, 08 canais foram secos com pontas de
papel absorvenie estéreis, que tambem foram colocadas em frascos contendo

5mil. de BHI. Esta coleta final foi classificada como “pds-tratamento”.

Os tubos contendo BHI com os cones de papel, fantc da coleta “pré-
tratamento” quanio da “pds-trataments”, foram agitados por aproximadamente

10 a 20 segundos, e incubados a 37°C. Apds 48 h foi observado a turbidez de
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cada tubo, sendo classificados como “positivo” e “negativd’, podendo desta
forma se avaliar a capacidade de cada irrigante na efiminagao de Enterococcus
faecalis. Os tubos que foram classificados como *positivos” tiveram 40pl de seu
contetido plaqueado em BHIA sangue, e incubados a 37°C. Apds o periodo de
48 h, as colonias de microrganismos presentes nestas placas foram identificadas
através da coloragdo de Gram, morfologia das colonias e método bioquimico
(Api 20 Strep — bioMérieux SA, Marcy-lEtoile, Franga) para se confirmar se as
colonias isoladas eram E, faecafis. Os tubos com culturas negativas foram
deixados na estufa por 7 dias, sendo que apés este perfodo, caso naoc

apresentassem crescimento bacteriano, foram descartados.

4.3.3.1 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através do
programa SPS8S-PC* (SPSS Inc., Chicago, lilinois, USA) utilizando o teste do
Qui-Quadrado para testar a hipétese nula de que néo ha correlagéo entre o tipo
de irrigante e a freqiiéncia de culturas bacterianas positivas. A significincia foi

estabelecida em nivel de 5%.
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434 Remocio da smear layer pelos irrigantes endoddnticos

Apss a “coleta final’, os dentes foram clivados longitudinalmente em 2
nartes, fixados em solugdo de glutaraideido 2,5%, pos-fixados em cacodilato de
metila, secos ao ponto critico e metalizados com ouro para serem observados
em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV). A avaliag@o da eficiéncia de
cada irrigante na eliminaggo de smear layer foi realizada atraves de fotos
padronizadas, em magnificagées X2000 {15KV}, de areas representativas no

terco meédio dos canals radiculares.
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade antimicrobiana de irrigantes endodbnticos através de

difusdo em agar

5.1.1 Digluconato de clorexidina

Todos os microrganismos testados sofreram algum grau de inibigdo, in
vitro, quando expostos ao digluconato de clorexidina, tanto gel guanto liquido,

nas concentragdes de 0,2%, 1% e 2 %.

O digluconato de clorexidina a 2%, em gel ou em soluclo, foi o irrigante
gue mostrou  maijor media dos halos de inibicdo contra fodas as espécies

testadas, seguido da clorexidina a 1%.

Os microrganismos que apresentaram menores halos frente a acdo da
clorexidina gel em todas as concentragbes foram Enferococcus faecalis e
Bacillus subtilis (ambos com a média de halo= 4,33 mm), enquanio que os
maiores halos foram observados nas culturas de Prevotella intermedia (média do

halo = 21,33 mm).

&4



Os menores halos criados pela clorexidina liquida, em todas as
concentractes, foi quando em contato com Enterococcifs faecallis (média do
halo = 4,57 mm), enquanto os maiores, com Porphyromonas gfngfvalis (média
do halo=14,89 mm). As médias dos halos de inibigao criados pelo digluconato de
clorexidina estdo representadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1, Média dos halos de inibigdo dos microrganismos testados, em milimetros,

quando expostos ao digluconato de clorexidina, liquide e gel, em diferentes
concentracoes, ' _

Microrganismos EEEEE cL2 . CL3 cGli . tG2 . CG3
. albicans ;883 A0 1856 1147 800
B. cereus TEEs 500 a7 817 5.67
B, sublifis 2:_ 390 :' . Boo - _' 509 2.00 5.00
$. aureus :_é;-.fidj;._-' B.67 867 YT 9.67
E. faecalis = 400 Caer 50{3 3.17 433
S. sanguis G660 667 983 683 | B 833
S. sobrinus 9,00 s00 1083 633 1000 . 10.33
A, nasslundii X TTEe7 867 547 TR0 6.67
p. gingivalis 73 1 7 I650 37.00 1400 i783 " 2033
P. endodontalis o 1.0;%310*- 1267 ;5:-6?" 11.00 "-.'-j:'-z 367 . 17.83
. intermedia 1233 13.33 . 17.33 168.17 2{},;3{3 . 21.33
P. denticola i' :_--_5;59_. B850 '.'?;96_-._ 447 -5:;_{5.0' 730

Cnde: CL1- clorexidina liquida 0,2%; CL2- clorexidina liguida 1%; CL3- clorexidina Hquida 2%;
CG1- clorexidina gel 0,2%; CG2- clorexidina get 1%; CG3- clorexidina get 2%.
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5.1.2 Hipociorito de sédio

As médias dos halos de inibicao criados pelas diferentes concentractes

de hipoclorito de sddio testadas estdo representadas na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Média dos halos de inibicdo dos microrganismos testados, em milimetros,

guando expostos a diferente concentra

¢oes de hipociorito de sédio.
N

Micrm-ganis1*r|mo:.;m;‘ml H1 H2 H3 H4 '?iIS--
C. albicans .00 067 1.00 2.00 233
B. cereus 0.00 0.00 000 0.00 .6-.-00
B. subtilis 000 000 267 3.0 4}:&)9 |
S. aureus 4.33- Yy 4.83 4.83 '5.18:_8
k. faecalis 0.00: 0.00 .-1-'.50- | 217 317
S. sanguis 033 067 -2.;6\7'-- 200800
S. sobrinus 600 000 183 283 350
A. naesiundil - 0.00 000 183 667 8.67
P. gingivalis A ETY R T Ty
P. endodontalis 000 288 417 800 1150
. intermedia 6007 1033 1133 T 1283 2050
P. denticola oo 1as - ‘2007 233 283

Onde: H1- hipoclorito de sodio 0,5%; H2- hipoclorito de sodic 1%; H3- hipociorito de sadio 2,5%:
H4- hipoclorite de sédio 4%: H1- hipociorito de sddio 5,25%.
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Quando expostos ao hipoclorito de sodio, principalmente em baixas
concentragbes, alguns dos microrganismos testados nao sofreram inibicdo de
creacimento. A bactéria Bacillus cereus sofreu apenas inibicao por contato direto
guando exposta ao NaOCl, sem a formagao de halos de inibigdo, independente
da concentracdo utilizada. Por outro lado, Porphyromonas gingivalis fol a
bactéria que apresentou maiores halos de inibigao (média dos halos de inibicao=

15,83 mm).

51.3 Digluconato de clorexidina vs hipoclorito de sédio

As médias dos halos de inibicdo de crescimento microbiano criados por
cada irrigante & todos os microrganismos testados estdo representados na
Figura 5.1. Os irrigantes usados como controle negativo néo inibiram ©

crescimento dos microrganismos avaliados neste estudo.

67




Figura 5.1. Média das zonas de inibig&o (em mm) criada por cada irrigante contra todos os
microrganismos testados.
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Onde: CL1- clorexidina liquida 0,2%; CL2- clorexidina liquida 1%; CL3- clorexidina Hguida 2%;
CG1- clorexidina gel 0,2%; CG2- clorexidina gel 1%; CG3- clorexidina gel 2%; H1- hipoclorito de
s6dio 0,5%; H2- hipoclorito de séddio 1%,; H3- hipoclorite de saédio 2,5%; H4- hipoclorito de sédio
4%; H1- hipocloito de sdédioc 5,25%.
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A média dos halos criados por cada grupo de irrigante fol analisada pelo
teste ANOVA, através do programa SPSS/PC™ (Tab. 5.3). As maiores zonas
de inibicio de crescimento foram geradas quando as bactérias testadas
estiveram em contato com o gel de clorexidina 2% (11,31mm), sendo este
halo estatisticamente maior (p<0,05) que os halos criados por todas as

concentrac@es de hipoclorito de sodio testadas, inclusive a 5,25% (7,35mm).

O efeite antimicrobiano dos irrigantes esta diretamente relacionado com
suas concentracdes, No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente

significante (p>0,05) entre as 3 concentracbes testadas de clorexidina gel.

Quanto & forma de apresentagdo da clorexidina, apesar da clorexidina gel
ter criado maiores halos de inibiglo em relagio a clorexidina liquida com
concentragbes equivalentes, ndo houve diferenca significante (p>0,05) entre
estas duas formas de apresentacdo. Dentre todos os irrigantes a base de
clorexidina, apenas a clorexidina liquida a 0,2% apresentou média dos halos
estatisticamente diferente (6,96mm) em relagéo a clorexidina a 2%, tanto

liquida quanto gel.
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Tabela 5.3, Andlise estatistica da média das zonas inibigio (em mm) criada por cada
irrigante contra todos ¢s microrganismos avaliados, pelo teste ANOVA.

{*) corresponde a diferenga estatistica significante em nivel de 5% {p<0,05).

Médiados Irrigamte. H1 H2 H3 H4 CL1 H5 CG1 CL2 CG2 CL3 CG3
halos {mm) s '

1,03 H1 -
288 | W2 -
431 H3 -

536 He ' -
6,98 CL1 - -
7,35 H5 o -

7,45 car o+ o+
0,39 T R S R

9,94 CEr Y TR T TR

1072 ca o+ o+ x o+ s
R I - R I R

Onde: CL1- clorexidina liquida 0,2%; CL2- clorexidina liquida 1%; CL3- clorexidina liquida 2%:
CG1- clorexidina gel 0,2%; CG2- clorexidina gel 1%; CG3- clorexidina gel 2%; H1- hipoclorito de
sodio 0,5%,; H2- hipoclorito de sodio 1%; H3- hipoclorito de sédio 2,5%; H4- hipociorito de sédio
4%:; H1- hipociorito de sodio 5,25%.
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52 Atividade antibacteriana do digluconato de clorexidina gel a 0,2% e
2% e de varias concentragbes de hipociorito de sodio conira

Enterococcus faecalis em diferentes tempos de exposi¢ao

A Tabela 5.4 mostra o tempo que cada irrigante ficou em contato com a
bactéria Enterococcus faecalis até promover culturas bacterianas negativas. O
digluconato de clorexidina a 2% e © hipoclorito de sédio a 5,25% promoveram
culturas negativas apds 45 segundos de contato com Enterococcus faecalis . O
NaOCl a 0,5% foi o irrigante que mais tempo consurmiu para gliminacao de
Enterococcus faecalis {30 minutos). A clorexidina gel a 0,2% e 0 hipoclorito de
sédio a 1% tiveram acdo antimicrobiana equivalentes. Quando o indculo
hacteriano ficou em contato com salina estéril (controle positivo}, houve

crescimento bacterianc em todos os periodos examinados.
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Tabela 5.4. Tempo necessdrio para obiencio de culturas negativas apés exposicao ao
agente irrigante.

Irrigante
Clorexidina Gel 0,2%

Clorexidina Gel 2%

Hipoclorito de Sddio 0,5%

Hipoeclorite de Sodio 1%

Hipoclorito de Saédio 2,5 %

Hipoclorito de Sédio 4%

Hipoclgrito de Sédio 5,25%

5.3 Contaminac@o in vitro dos canais radiculares com E. faecalis,

capacidade de eliminacao de E. faecalis e de remocao de smear fayer

pelos irrigantes endodoénticos

5.3.1 Eliminacao do E£. faecalis de dentes contaminados in vitro

Apds o periodo de contaminacdo de 7 dias, 3 dentes pilotos foram

chservados em microscopia eletronica de varredura. Pode se verificar que este
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perfodo foi suficiente para que houvesse nao s6 contaminagédo das paredes dos
canais radiculares mas também penetracdo bacteriana no interior dos tubulos

dentinarios (Fig. 5.2).

Figura 5.2. E.faecalis nas paredes do canal radicular e no interior de tdhulo
dentindrio apds o periodo de 7 dias de contaminacéo in vifro.

Os tubos contendo BHI e cones de papel das coletas realizadas “pré-

trataments’ de todos os dentes, apresentaram turbidez positiva apos o periodo

de incubaco de 72h (Tab. 5.5).

Apesar de ndo apresentar diferenca estatisticamente significante quando

analisados pelo teste do Qui-Quadrado (p>0,1), os dentes irrigados com
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ctorexidina get 2% apresentaram maior efetividade na eliminagéo de E. faecalis,
com 80% das coletas “pos-tratamento” apresentando turbidez negativa. Tanto os
dentes irrigados com clorexidina liquida 2% e hipoclorite de sddio 5,25%,

apresentaram apenas 65% dos dentes com coleta “pés-tralamento” negativas

(Tab. 5.5).

Tabela 5.5. Turbidez do meic de BHI na coleta “pds-tratamento” (n=20)} . Grupo conirole
{dgua desfilada) n=5.

irrigante Positiva  'Negativa
Clorexidina Liquida 2% : 9 {45%) 11 {85%)
Clorexidina Gel 2% | 4 {20%) 16 (80%)
Hipeclorite de Sddio §,25% 3 (45%) 11 .{65%;}

Agua Destilada : 5 (100%) & (0%)
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5.3.2 Avaliagdo, em microscopia eletronica de varredura, da remogéo de smear

layer pelos irrigantes testados

Os dentes submetidos a banho uitrassdnico com NaOCI 5,25% e EDTA
17%, apods a instrumentagdo inicial apresentaram as paredes dos canais

radiculares livres do smear layer (Fig. 5.3).

Figura 5.3. Superficie do tergo médio do canal radicular apés tratamento com
NaOCl 5,25% + EDTA 17% em uitrassom. Superficie limpa, totalmente

livre de smear fayer.
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O grupo controle negativo, composto por dentes irrigados apenas com
agua destilada, apresentou uma camada espessa de smear layer, formada sobre

a superficie interna do canal radicular onde houve instrumentagéo (Fig. 5.4 )

Figura 5.4. Superficie do tergco médio do canal radicular de dente irrigado com
agua destilada, Superficie recoberta por espessa camada de smear
fayer.
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Dentre os irrigantes testados, a maior remocio da smear layer foi
observada nos dentes do Grupo 1, tratados com gel de clorexidina a 2%, sendo

possivel observar a maijoria das aberturas dos tibulos dentinarios (Fig. 5.5)

Figura 5.5. Superficie do tergo médio do canal radicular de dente irrigado com gel
de clorexidina 2%. Superficie quase que totaimente livre de smear
fayer, com a maioria dos tGbulos dentinarics abertos.




No grupo irrigado com clorexidina liquida 2% (Grupo 2), os dentes
apresentaram uma fina camada de smear layer cobrindo a superficie, com as

aberturas dos tabulos dentindrios sendo evidenciadas por peqguenas trincas (Fig

5.6}).

Figura 5.6. Superficie do terco médio do canal radicular de dente irrigado com de
clorexidina liquida a 2%. Superficie recoberta por fina camada de
smear layer, com as aberturas dos tuibulos dentindrios sendo
identificadas pela presenca de trincas.
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Os espécimes irrigados com NaOCl 5,25% (Grupo 3) demonsiraram uma
carnada espessa de smear layer cobrindo as aberturas dos tibulos dentinarios,

sendo que ocasionalmente alguns tGbulos poderiam ser identificados (Fig 5.7).

Figura 5.7. Superficie do tergo médio do canal radicular de dente irrigado NaOCI
5,25%. Superficie quase totaimente racoberta com smear fayer, com

apenas alguns tibulos evidentes.
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8. DISCUSSAO

Um dos principais objetivos da terapia endoddntica € a remogéo de restos
pulpares e debris de dentina do sistema de canais radiculares. A fim de alcancar
este objetive, € essencial o uso de um ou de uma combinagdo de irrigantes
durante © preparo mecanico dos canais radiculares, chamado entdo de preparo
quimice-mecanico. Sem o uso de irrigantes, grande quantidade de debris e
bactérias podem permanecer no sistema de canais, aumentando a chance de

insucesso do tratamento endodéntice (HARRISON, 1984).

Até o inicio da década de 40, o irrigante mais utilizado nos tratamentos
endodinticos era a agua, devido seu baixe custo, disponfbilidade & capacidade
de lubrificacao, porém esta nao possui atividade antimicrobiana. Varios tipos de
irrigantes 1ém sido recomendados para uso endoddntico. Denire eles se incluem
acidos, agentes quelantes, enzimas proteoliticas, solugdes alcalinas e outros

agentes quimicos como os agentes oxidantes (HARRISON, 1984).
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8.1 Atividade antimicrobiana de irrigantes endodonticos através de

difusao em agar

A atividade antimicrobiana de irrigantes endodonticos pode ser avaliada in
vivo ou in vitro. O método in vitro, por meio da difusao dos irrigantes em agar,
apresenta limitages tais como a padronizagdo da densidade do indculo, a
adequada composigdo do meio de cultura, a viscosidade do agar, condigdes de
armazenamento das placas de agar, tamanho e namero de espécies por placa e
tempo e femperatura de armazenamento (WEISS et al., 1996). Além disso, sabe-
se que a propriedade antimicrobiana de qualquer agente, avaliado neste modelo
experimental, depende de sua habilidade de difusdo em agar. Apesar destas
imitagdes, este método € amplamente utilizado para avaliagdo in vitro da
atividade antimicrobiana dos materiais endoddnticos (PUPQ et al., 1983; MICKEL
& WRIGHT, 1999). Neste trabalho, a atividade antimicrobiana das substéncias

testes foi avaliada pelo método modificado do pogo (SIQUEIRA & UZEDA, 1997).

Durante o tratamento endodéntico, tanto debris quanto solucdes
irrigadoras  sd@o extruidos através do forame apical (VANDE VISSE &
BRILLIANT, 1975), atingindo tecidos periapicais vitais. Desta forma, o uso de

NaOCl como irrigante endoddntico deve ser reafizado com cuidado. A
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propriedade do NaQC! de dissolver de tecidos organicos é desejavel durante a
sua atuaclo no interior do canal radicular contaminado, auxiliando a remocéo de
restos pulpares. Porém, esta dissolugdio néo é seletiva, podendo danificar os
tecidos periapicais, caso os atinja. Por isso, relatos de acidentes devido a
injecae acidental de NaOC! na regifo periapical so comuns na literatura
(BECKING, 1991; EHRICH et al., 1993). E demonstrado que danos aos tecidos
periapicais € maior em casos de polpa necrética e em dentes com forames
apicais amplos, pois ha maior chance de exirusao de irrigantes (SALZGEBER &

BRILLIANT, 1977).

Em estudos in vitro € in vive, HEGGERS et al,, (1991) avaliaram atividade
antimicrobiana e citotoxicidade do NaQCI. Os autores concluiram que NaOCl a
0,025% seria a conceniraclo mais segura para ¢ uso clinico por nao produzir
efeitos toxicos & manter propriedades bactericidas. KOZOL et al. (1988), foram
ainda mais longe, recomendando abandono do uso da solug@o de Dakin (NaOCI
0,5%) pois observaram que concentragdes muito inferiores de NaQCl ja eram
capazes de interferir na quimiotaxia de neutrdfilos e causar danos a fibroblastos
e células endoteliais. No entanto, os resuliados do presente estudo, assim como
outros na literatura (ABOU-RASS & PICCINO, 1982; BAUMGARTNER &

CUENIN, 1992) demonstram que o hipoclorito de sddio, principaimente em
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baixas concentracbes, é pouco ou nada eficiente frente alguns microrganismos
como Candida albicans, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus @ mesmo bactérias anaerobias
como Prevoteila denticola. Portanto, apesar do hipociorito de sodio, em diversas
concentracdes, desde sua introdugdo em 1936 (WALKER, 1936), ainda ser 0O
irrigante mais utilizado na Endodontia, outros irrigantes, menos citotoxicos e com
maior espectro de agdo contra 0s rpicrorganismos da microbiota endodontica,

devem ser pesquisados.

Os microrganismos usados no presente estudo sdo relevantes por ja
terem sido identificados na microbiota endodontica e, as concentragdes dos
inéculos bacterianos utilizados, equivalentes ao padréo McFarland 0,5 para
serébios e anaerdbios facultativos e ao padrdo McFarland 1 para aerobios &
anaerébios facultativos, correspondem, aproximadamente, ac namero de células
bacterianas encontradas nos canais radiculares (van WINKELHOFF et al., 1892;
SUNDQVIST, 1992b), além terem sido capazes de promover crescimento semi-

-confiuente das colénias microbianas em placas de agar.
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Os resultados dos testes microbiclogicos demonstraram que dentre as
concentracdes de NaOC| utilizadas, a de 5,25% foi a que promoveu maiores halos
de inibicdo contra todos os microrganismos avaliados, com excecdo do Bacillus
cereus. No entanto, gquandc concentragbes menores foram empregadas,
principaimente 0,5% e 1%, os halos de inibiggo foram significantemente menores,

astando de acordo com trabalhos prévios (YESILSOY et al., 1995),

A clorexidina tem sido usada na Endodontia, como solugdo irrigadora
(DELANY et al, 1982; RINGEL et al,, 1982; JEANSONNE & WHITE, 1994) no
entanto, sempre na forma de solug@o. A clorexidina gel apenas foi avaliada
como medicacao intracanal, apreseniando bons resultados (SIQUEIRA &
UZEDA, 1997). O gel de Natrozol (hidroxietilcelulose), utilizado como base para
a clorexidina gel no presente estudo, é um agenie espessante nac idnico
altamente eficiente, inerte, hidrossolivel e muito utilizado para espessamento de
xampus, geéis & sabonetes & base de tensoativos anidnicos, como o digluconato
de clorexidina, acs guais apresenta excelente compatibilidade. Os resuitados da
atividade antimicrobiana por difuséo em agar, do presente estudo, mostrou maior
efetividade do gel de clorexidina em relagao a sua apresentagéo na forma liquida
de concentragao equivalents, apesar de ndoc ter havido diferencas

astatisticamente significantes. Ja, quando se compara os halos de inibicdc de
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crescimento  microbiano promovido pela clorexidina e pelas concentragoes
testadas de hipoclorito de sodio, verificou-se que a clorexidina a 2%, tanto gel
quanto liquida, apresentaram halos estatisticamente maiores do que o NaOC],

até mesmo na concentracio de 5,25%.

A menotr concentracdo de clerexidina avaliada neste estudo, 0,2%, em
ambas as formas de apresentagfio, mostrou atividade antimicrobiana in vitro
equivalente ac NaQCl 5.25%, de acordo com resultados encontrados na
literatura (DELANY et al., 1982; RINGEL et al., 1982; JEANSONNE & WHITE,
1994). DELANY et al., (1982) avaliaram © digluconato de clorexidina liquido
0.2% em estudo in vitro com dentes extraidos. Estes autores sugeriram que a
clorexidina nesta conceniracdo poderia ser utilizada como um efetivo agente
irrigante durante o tratamento endodontico, € também seu uso como medicacac

intracanal.
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6.2 Atividade antimicrobiana do digluconato de clorexidina gel a 0,2% e
2%, e do hipoclorito de sodio a 5,25% contra Enterococcus faecalis

em diferentes tempos de exposicao

Os resultados do presente estude confirmaram os de OHARA et al. (1994),
apesar de erem utilizado a clorexidina apenas na forma liquida. Em ambos
estudos a clorexidina foi superior ao NaOCl em diferentes modelos de avaliagdo
in vitro contra diverses microrganismos. Um dos parémetros avaliados por estes
pesquisadores, assim como neste trabalho, foi o tempo de contate necessério
para que 6 diferentes tipos de irrigantes, incluindo digluconato de clorexidina 2%
e NaOCl 5,25%, eliminassem microrganismos comumente encontrados na
microbiota oral. A clorexidina foi a substéncia mais efetiva, com resultado
superior ao NaQCl 5,25%, ac contrério do presente estudo, no qual estes os dois
irrigantes agiram da mesma forma, ambos necessitando de apenas 45 segundos
para eliminar Enferococcus faecalis. No entante, mesmo o NaOCI 0,5%, que
necessitou de maior tempo de contato (30 minutos) para promover culturas
negativas de Enterococcus faecalis, tem potencial para ser efetivo na pratica

clinica uma vez que os microrganismos presentes nos canais radiculares ficam,
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em média, 30 a 60 minutos em contato com as solugbes irrigantes durante o

tratamento endodéntico (YESILSOY, 1985).

6.3 Contaminagdo in vitro dos canais radiculares com E. faecalis,
capacidade de remogéo de smear layer ¢ da eliminacao de E. faecalis

pelos irrigantes endododnticos

8.3.1 Eliminagao de E. faecalis de dentes contaminados in vitro

Varios modelos de infeccdo dentinaria in vitro 1@m sido propostos na
literatura, sendo gue muitos deles utilizam £. faecalis, como bactéria de escotha
(MERYON et al, 1986; HAAPASALO & ORSTAVICK, 1987; PEREZ et al., 19983,
SIQUEIRA et al., 1997). O métedo de infeccdo usado no presente estudo se
mostrou eficiente pois apds o periodo de 7 dias ncubagédc dos dentes
contaminados, foi possivel recuperar culturas puras de £ faecalis, além de ter
sido tempo suficiente para que estas bactérias penetrassem nos tabulos

dentinarios.
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Apods a instrumentagé@o dos dentes, também in vitro, 80% dos dentes que
foram irrigados com clorexidina gel 2% apresentaram culturas baclerianas
negativas, enquanto que no grupo de dentes irrigados tanto com clorexidina
fiquida 2% quanto com NaQCl 5,25%, apenas 65% das coletas finais nao
apresentaram crescimento, O uso dos neutralizadores especificos para cada
irrigante ap6s a instrumentac@o final, garantiu que nenhum trago do irrigante
fosse adicionado ac meio de cultura, alterando o crescimento bacteriano. Desta
forma, podemos considerar que os irrigantes agiram apenas durante os

procedimentos de instrumentagao.

A diferenga apresentada neste teste entre clorexidina gel 2% e o NaQCI
5,25% ja era esperada pois os testes de difusdo em agar haviam mostrado
maior atividade antimicrobiana da clorexidina. No entanto, a diferenca, embora
sem significado estatistico, que ocorreu entre o nimero de culturas negativas
entre a clorexidina gel e liquida, ambas a 2%, pode ser atribuide a maior
capacidade de debridamento meacénico do gel, que foi confirmado,
posteriormente, em microscopia eletrénica de varredura. A importéncia do efeito
mecénico da irrigac¢éo dos canais radiculares j& foi previamente demonstrada

(BYSTRON & SUNDQVIST, 1983).
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Na literatura, na@o foram encontrados testes semethanies de
descontaminacdo dos canais radiculares in vitro utilizando o digluconato de
clorexidina porém, os resultados obtidos com a irrigacdo de NaQC!, estao de

acordo com estudo realizado por SIQUEIRA et al. (1997).

632 Capacidade de remogao de smear layer

A smear layer criada ap6s a instrumentagBio endodontica & constitufda por
raspas de dertina, remanescentes de processos odontoblasticos, fecido pulpar e
bactérias (McCOMB & SMITH, 1975). Portanto, smear Jayer contaminada deve ser
eliminada para se eliminar bactérias, facilifar a acdo de agentes antimicrobianos e

permitir adequada obturagao final do canal radicular (SEN et al., 1995).

A rnicroscopia eletrdnica de varredura pemite exame detalhado de superficies
sendo, provaveimente, a melhor ferramenta para se identificar debris organicos e
inorganicos no interior dos canais radiculares apos o preparo guimico mecanico

(STEWART, 1998).
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No presente estudo, o digluconato de clorexidina gel 2% promoveu
superficies dentindrias mais limpas em relagdo ao NaOCl 525% e ao
digluconato de clorexidina liquido 2%, além da 4gua destilada (grupo controle).
Os resultados encontrados nos dentes irrigados com NaOCH sdo semelhantes a
outros encontrados previamente na literatura também utilizando microscopia

eletrbnica de varredura (BERG et al., 1988; BAUMGARTNER & MADER, 1987).

Devido sua viscosidade, o gel de clorexidina pode compensar, com sua
ag&o mecanica, a inabilidade quimica do digluconato de clorexidina em dissolver
tecidos orgénicos, removendo raspas de dentina e restos pulpares, além de
possuir atividade antimicrobiana e promover agéo lubrificante, facilitando a acao

dos instrumentos endodonticos, conforme observado no presente estudo.

Irrigantes endodonticos com consisténcia viscosa & foram sugeridos
anteriormente, inclusive tendo o digluconato de clorexidina como principio ativo
(TUCKER et al., 19786). No entanto, ao contrario do gel de Natrozol usado neste
estudo, as bases viscosas, adicionadas aos principios ativos dos irrigantes, néo
eram soliveis em agua, deixando residuos nas paredes dentindrias que
prejudicam a obturagdo final do sistema de canais radiculares (CAMPS &

MACOUIN, 1990).
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Qutro importante propriedade desejada a um imgante endoddntico é sua baixa
citotoxidade aos tecidos periapicais. Trabalhos em desenvolvimenio em nosso
laboratdrio, usando modelos arimais, t#&m demonstrado que o digluconato de
clorexidina ndo & imitante aos tecidos, estando de acordo com trabalhos prévios

(GREENSTEIN et al., 1986).

Tendo em vista as limitagdes inerentes a trabalhos in vitro, devemos avaliar com
cautela os bons resultados obtidos neste estudo pelo gel de clorexidina. Mais estudos
devem ser desenvolvidos, principalmente in vivo, afim de se estabelecer 0 uso desta

substancia como rotina na pratica endodéntica.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e nas condigbes experimentais usadas neste

estudo, podemos concluir que:

1. As clorexidinas 2%, em gel ou em solugdo, foram os irrigantes que
mostraram maiores meédias dos halos de inibicdo contra todos os

microrganismos testados em teste de difusdo em agar.

2. A clorexidina na forma de gel produziu maiores halos de inibigdo de
crescimento microbiano, in wifro, quando comparada a clorexidina liquida em

concentraches equivalentes, embora sem diferenca estatisticamente significants.

3. O gel de clorexidina 2% e o NaQOCI 5,25% promoveram culturas negativas
apos 45 segundos de contato com Enferccoccus faecalis, agindo mais

rapidamente do que os demais irrigantes testados.

4. Apesar de nao ter havido diferenga estatisticamente significante em relac&o a
clorexidina liquida 2% ¢ ao NaOCl| 5,25%, os dentes irigados com gel de
clorexidina 2% apresentaram maior nimero de oculturas microbiolégicas

negativas (80%), apds instrumentacio in vitro.

5. O gel de clorexidina 2% praomoveu maior remogdo da smear layer do que a

clorexidina liquida 2% ¢ ¢ NaQCi 5,25%, em dentes instrumentados in vitro,
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS:
1. Citotoxicidade do gel de clorexidina em tecido subcuténeo de ralos;

2. Avaliagdo da concentragde inibitéria minima (CIM) e da concentragdo

bactericida minima (CBM) do gel de clorexidina;

3. Verificagéo in vivo da reducdo de microrganismos apés instrumentacio

endoddntica usando o gel de clorexidina come irrigante;

4. Avaliagdo clinica prospectiva do indice de sucesso de

tratamentos endoddntico usando o gel de clorexidina como irrigante.
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SUMMARY

AN IN VITRO ASSESSMENT OF CHLORHEXIDINE GEL AS AN
ENDODONTIC IRRIGANT

The role of microorganisms in the development of periapical pathology has
been clearly demonstrated. Host defense mechanisms commonly do not reach
bacteria lodged within the root canal system. Thus, endodontic infections need
be treated by mechanical procedures with the aid of chemical cleansing agents.
Chlorhexidine gluconate, at varying concentrations, has been used in
endodontics as both an irrigant and intracanal medicament. Much aitention has
been paid to the chemical properties of irrigative solutions, but little information is
available with regard to their mechanical action. In endodontics, chlorhexidine
gluconate in gel form has only been utilized as an intracanal medicament,
displaying good results, Therefore, the aim of this study was to assess
chlorhexidine gel as an endodontic irrigant, investigating, in vifro, if it possessed
any of the ideal properties of an endodontic irrigant. Chiorhexidine gel was
assessed along with other common endodontic irrigants {sodium hypochiorite
and chiorhexidine solution) using the agar diffusion test. Of the irrigants tested,
chlorhexidine achieved the greatest inhibition haloes with microorganisms
commonly found within the endodontic microflora. it also had the greatest ability
in rermoving the smear layer and eradicating Enferococcus faecalis from the root
canal system during instrumentation. it was concluded that chlorhexidine gel has

great polential as a routine endodontic irrigant.

KEY-WORDS: Endodontic treatment; Irrigation; Bacteria; Chiorhexidine gel.
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ANEXQO - MEIOS DE CULTURA

1. Brain Heart Infusion Broth (BHI) - Caldo Infusdo Cérebro- Coracéo

(Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, UK - CM 225)

1.1 Descri¢éo

Meio de infusdo isotdnico rico com triptose {uma mistura de came e
peptonas do leile) promovendo uma ampla gama de substratos. Uma
concentrag&o baixa de glicose é utilizada para estimular crescimento precoce. O
meio é ligeiramente tamponado para impedir a morte répida de algumas
aspécies devido a produgéo de acido. O meic € adequado para uso como meio
de cultura para sangue ou como um caldo enriquecido para organismos

fastidiosos.

1.2 Metodo para reconstituicdo

Dispensar 18,5 g do pé em 500 mbL de agua deonizada. A suspensio

deve ser mantida em repouso por 10 min e depois dissolvida sob aguecimento
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brando artes de ser distribuida em tubos ou frascos, E esterilizada por
autoclavagem a 121°C por 15 min. O superaquecimento. - ird  causar

caramelizacao e escurecimento do meio.

1.3 Aparéncia

Amarela clara

1.4 ' Armazenagem do meio preparado

Frascos com tampa: até 3 meses a 15-20°C no escuro.

1.5 inoculacio {como meio de cultura para sangue)
Usar um volume minimo de 50 mbL de meio e adicionar 0 sangue numa
diluigdo de 1:10 a 1:20. Usar em conjunto com um meio de cultura anaerdbico

(ex. Fastidious Anaerobe Medium- C170-1).

1.6 Incubacao

37°C aerobicamente de 7 a 15 dias
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1.7 interpretacdo de crescimanto microbiano
Observar diarfamente, subculturas apds 1,237 e 15 dias ou

imediatamente apds haver sinal de crescimento microbiano.,

1.8 Formula g/t
Infusdo de solidos de cérebro-coragio 17,5
Proteose pepiona 10,0
Glicose 2,0
Cloreto de sédio 5,0
Fosfato di-sodio 2,5

pH: 7,4 0,2
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2. Brain Heart Infusion Agar (BHIA) - Agar Infuséo Cérebro-Coragéo

(Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, UK -CM 375)

2.1 Descrico

Agar base para todos 0s usos.

Este meio foi desenvolvido inicialmente para o isolamento de patogenos
orais. Com o acréscimo de 5% de sangue desfibrinado, o meio permitird o
crescimento de uma variedade ampla de organismnos fastidiosos. O fosfato
tamponado permite neutralizar os dcidos produzidos pela utiizacdo da glicose e
entdo manter & viabilidade. Este meio ndo é recomendado para a determinagao

de reacdes hemnoliticas por conter glicose.

2.2 Método para reconstituicéo

Dispensar 23,5 g do p6é em 500 mL de agua deonizada. A suspensao
deve ser mantida em repouso por 10 min e depois agitada. E esterilizada por
autoclavagem a 121°C por 15 min e resfriada a 47°C antes de ser distribuida nas

placas de petri.
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2.3

2.4

2.5

2.8

2.7

Aparéncia

Amarela clara (sem adicéo de sangus).

Armazenagem do meio preparado

Placas: até 7 dias a 4°C no escuro

Frascos com tampa: até 3 meses a 15-20°C no escuro.

inocutacao

Em superficie, plagueando para obter coldnias puras.

Incubacgao

Tempo e temperatura favoravel aos microrganismos.

Caracteristicas de crescimento

Coldnias brancas/ transparentes em meio sem sangue.
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2.7.1 Caracteristicas de crescimento (com sangue desfibrinado)

Organismos Tamanho da Forma & Cor

Coldnia (mm) Superficie
8. aureus 1,0-1,5 CV.1L B, branca / dourada
8. miller?’ PG-0,1 CV. LB transparente / branca
E. faecalis 1,0-1,25 CV.1.B. cinza / esverdeada
8, pneumnonias 0,510 ALB ginza / esverdeada
A = achatada
B = brithanta
cv = CONVEXa
! = inteira
PG = pontiaguda
2.8 Formula g/l
infuséo de sdlidos de cérebro-coragao 17,5
Proteose peptona 10,0
Glicose 2,0
Cloreto de sodio 5,0
Fosfato disddico 2,5
Agar no. 2 10,0
pH: 7,4 £ 0,2
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3. Muelier-Hinton Agar (MHA)
{Oxoid, Unipath Lid, Basingstoke, UK - CM 337)

3.1 Descrigdo

Meio para tesles de sensibilidade antimicrobiana onde pode se utilizar
fodas as técnicas estandardizadas reconhecidas internacionalmente como por
exemplo o metodo de difusac usando discos ou pocgos. Este meio, usado na
técnica de Bauer-Kirby, foi adotado pele “National Committee for Clinical
Laboratory Standards” (NCCLS) nos EUA como um meio ideal para teste de
suscetibilidade. O meio fem uma pequena guantidade de timina e timidina,
permitindo seu Uso nos testes de trimetropim e sufonamida para assegurar os
tamanhos corretos dos halos de inibicAo obtidos pelos antibidticos
aminoglicosideos e tetraciclina. Foi originalmente formulado como um meic para

isolamento de espécies patogénicas de Neisseria.

3.2 Método para reconstituicao

Dispensar 19,0 g do pé em 500 mbL de agua deonizada. A suspenséo
deve ser mantida em repouso por 10 min e depois agitada. E esterilizada por
autoclavagem a 121°C por 15 min e resfriada a 47°C. Misturar bem e distribuir

nas placas de petri.
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33 Aparéncia

Amarela clara

3.4 Armazenagem do meio preparado

Piacas: até 7 dias a 4°C no escuro

3.5 inoculacao

Em superficie, de acordo com o NCCLS.

3.6 incubagéo

37°C asrobicamente por 16-18 h (meticilina a 30°C} .

3.7 Formula g/l

Carne de vaca, de infusdo desidratada 300,0
Hidrolisado de caseina 17.5

Amido 1.5

Agar no. 1 17,0

ions caleio 50-100 mg/L
fons magnésio 20-35 mog/L

pH: 7,4 0,2
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4. Fastidious Anaerobe Agar (FAA) - Agar para anaerchios

exigentes - (Biobras SA, Montes Ciaros, MG —~ C270-1)

4.1 Descricao
Meio primario de isolamento capaz de favorecer o crescimenioc dos
anaerdbios de maiores implicagdes clinicas. Este meio foi desenvolvido pelo Lab

M (Bury, UK},

As peptonas séo incorporadas para maxima estimutagéo de crescimento.
Amido e bicarbonato de sédio atuam como agentes desintoxiciantes, enguanto
gue a hemina favorece a produgéo de pigmento nos “Bacferoides™ de pigmento
negro. Agentes especificos de estimulag@o de crescimento sdo 0s seguintes:
cisteina para Fusobacterium | necrophorum, FPropionibacterium acnes e
Bacteroides fragilis, arginina para Eubacterium spp., pirofosfato solGvel para
Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas asaccharolytica. Piruvato contribui
para a neutralizagéo do perdxide de hidrogénio e pode ser também utilizado pela
Veillonella spp. como fonte de energia. Vitamina K e succinato de sédio
fornecem fatores essenciais de crescimento para alguns anaerdbios como
t_ambém 0.1% de glicose. O nivel baixo de glicose impede a producio de niveis

elevados de acidos e de alcoois que poderiam inibir o crescimento microbiano.
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4.2 Método para reconstituicao

Dispensar 23,0 g do pé em 500 mL de agua deonizada. A suspensio
deve ser mantida em repouso por 10 min e depois agitada. E esterilizada por
autoclavagem a 121°C por 15 min e resfriada a 47°C. Entdo adicionar
assepticamente 5% de sangue de cameiro desfibrinado, misturar bem e distribuir

nas placas de petri.

Este meio pode ser seletivo para varias espécies de anaerdbios através

da adigfo de antibidticos seletivos, exemplo:

1. Anaerébios Gram-positivos nio formadores de esporos €

Actinomyces: acido nalidixico (Lab X081) + Tween 80

2. Clostridium spp. (anaerdbios esporulados) e outros anaerdbios:

neomicina (Lab X015)

3. Anaerébios Gram-negativos: 4cido nalidixico + vancomicina (Lab

X090)
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4.3 Aparéncia
Vermelho devido a adigdo de sangue. O meio fica escuro (reduzido) mais

tarde devido a presenca de agentes redutores.

4.4 Armazenagem do meio preparado

Placas: até 7 dias a 4°C no escuro

4.5 Inoculagdo

Em superficie, plaqueando para obter coldnias puras,

4.6 Incubagéo

37°C anaerobicamente em atmosfera de 80% Ha,, 10% Np, 10% CO,, por

periodos entre 48 h e 7 dias.
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4.7 Caracteristicas de crescimento (48 h)

Organismos Tamanho da Forma & Cor

' coldnia {mm) Buperficie
F. gingivalis 3,5-1,0 CV. LB. cinza / preta
F. necrophorum 1,0-2.0 CV. LB. transparentg
P. anaerchius 0,5-2,0 CV. L.B. branca / ¢inza
£, micros 0,6-2,0 CV.LB. branca / ¢inza
B = brilhante
Cv = CONVeXa
t = inieira
4.8 Formula _ g/l
Mistura de peptona 23,0
Cloreto de sédio 50
Amido solivel 1,0
Agar no.2 12,0
Glicose 0.4
Piruvato de sédio 1.0
Monoidrato HCL cisteina 1,0
Hemina 0.5
Vitamina K 0,001
L-arginina 1.0
Pirofostato soluvet 0,25
Suceinato de sddio 0,5
pH: 7,4 £ 0.2
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ANEXO Il - KIT DE IDENTIFICACAC MICROBIANA

1. AP1 20 Strep

1.1 Descricéo
APl 20 Strep (# ) & um teste bioguimico para identificacdo da maioria

dos Streptococcus encontrados na bacteriologia médica baseado em 20 testes.

Cada kit contem 25 firas de testes, recipientes de incubagdo, ampolas de
meio GP, fothas para resultados e manual de instrugdo APl 20 Strep. A
identificacgo das cepas pode ser interpretada com o "Analytical Profile Index” ou
com o software APILAB. As tiras de testes API 20 Strep e as ampolas devem ser

armazenadas entre 2-8°C.
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1.2,

1.2.1

1.2.2

1.2.3

1.2.4

1.2.5

Materiais

Meio de Suspensao

Agua destitada

GP medium (meic GP)

Cistina

Triptona

Cloreto de sédio

Suifito de sodio

Vermeiho fenol

Agua desmineralizada gsp

pH: 7.8

Reagente NIN
Ninhidrina
2-metoxietanol
Reagente VP1
Hidréxido de potdssio
Agua

Reagente VP 2

g-naftol
Etanol
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2 mil

2 mi
0.5¢g
20,09
5009
0549

0,17 g
1000 ml

5mi
749
100 ml
5Emi
40 g
100 ml

5 mi

100 mi




1.2.6

1.2.7

1.2.8

1.2.9

1.2.10

1.2.11

1.2.12

1.3

Reagente ZYM A

Tris-hidroximetil-aminometano
Acido hidrocidrico

Sulfato de lauril sodio

Agua

Reagente ZYM B

Azui rapido BB
2-metoxietanol

Padrao de McFarland: 4
Pipetas plasticas descartaveis

Oleo mineral

Swabs estérels

Agar sangue (Brain Heart Infusion ou Columbia)

Procedimentos para identificagao

8 ml

259
11 mi
10g
100 ml

8 mi

0,35 g
100 ml

Os organismos s&o subcultivados em placas de 5% sangue de cameiro

desfibrinado + Brain Heart Infusion agar durante 18-24 h a 37°C. A pureza das

coldnias deve ser primariamente determinada pela coloracdo de Gram,

morfologia das coldnias, producéo de catalase e requerimentos gasosos, Estes
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procedimentos permitem a identificacdo primaria das cepas como coCos Gram-~

positivos, catalase negativa e anaerobios facultativos.

Swab estéril é usado para inoculagdo do meio de suspenséo. Utiliza-se
um indculo moderado e a suspensdo microblana homogénea da cultura @

ajustada com turbidez igual ac padrido McFariand 4.

Cinco mi de dgua ¢ adicionade no recipiente de incubagao para se manter

uma atmosfera tmida e a seguir coloca-se nele uma tira de testes AP1 20 Strep.

Uma pipeta estéril & entdo introduzida no meio de suspensao e somente a
porcédo inferior dos tubos (testes VP a ADH) é preenchida com a suspenséo,
evitando a formagéo de bolhas. Na segunda metade do teste (RIB a GLYG),
abrir a ampola do Meio GP e transferir o resto da suspensao para ela, Misturar

bern. Distribuir a nova suspenséo nas cupulas.

Preencher as cipulas dos testes ADH a GLYG com duas gotas de 6leo

mineral,

Tampar a tira e incubar o conjunto sob condigdes aerdbicas a 37°C por 4

h. Apds este periodo, adicionar os reagentes.
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1.4 Tabela de interpretacio do API 20 Strep
AESULTS
TESTS SIIBSTRATES REACTIONS/ENZYMES EGATIVE POSTVE
. . VP 14VP2wafiOmin (3}
VB Pyruvate Acstoin production Colodess Pink-Red ,
. - NN/ wall 10 min b
HiF | Hippurate Hydrolysis Colodess/Pale e Dark blug/iolst
4 hirs, 24 hrs. 4 hirs, b 24 hirs,
] . Coloress
ESC | Esculin f-glucosidase Piﬁeﬂ;?oiv Pale yeliow B}fack Black
¥ Light orey gray
; . ZVM A1 2 {0k BY 10 min (PYRA t@ LAP) (1)
FYRA Pyrolidonyl 2 naphthylamide Byrrofidonyl anviamidase i necessary, decolarize with intense fight
Colodess or very pale orange Qrange
B-Bromo-2-naphibyl ‘ . ok
GAL wD-galactopyranoside w-galacinsidase Coloriess Violet
MNaphibyi AS-B .
HGUR B-B-glucuronate f-glucuronidase {olorless Blue
2-aphthyl-§-0- ) . . ;
BEAL galactopyranoside f-galactosidase Colarless or very pale viclet Viplet
RAL i Z-oaphthy ghosphate Alkaling phosphatase Colotless or very pale violet Viglet
LAP L-leucing-2-naphthylamide elcine arylamidase Colordess Qrange
ADH 1 Argining Amginine dihydrolase Yellow Hed
4 his. 24 hrs. 4 hes, 24 hrs,
JS%% Ribose Acidification Red Orange/Red | Crange/Velow Yelow
FIan | --Awabinose Acidification Red Crange/Red | Crange/Yellow Yelow
EOR danniol Acidification Fiad Orange/Red | Crange/Yellow Yelow
i Sorbital Acidification Read Orange/Fed | Crange/Yeliow Yafiow
Fge  {lLactose Acigification Red Orange/Red | Crange/Yeliow Yelow
WO Trehalose Acidification Rad OrangeMed | OrangefYelow Yelow
BAE trwilin Acidification Read Orange/Red | Orange/Yelow Yelow
AMD Raffinose Acidification Red Orange/Red | Orange/Yellow Yeflow
—= | Starch (2} Asidification Red Orange/Red | Orange/Yeltow Yelow
GLYS | Glycogen Aciditication Hed or Orange Brigih yeilow
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