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RESUMO

Varios fatores estdo envolvidos no insucesso do tratamento endoddntico, entretanto as
bactérias s30 0s principais agentes etiologicos. Tais microrganismos podem ter sobrevivido
ao tratamento endodéntico anterior ou reinfectado o canal através das microinfiltragbes.
Estudos revelam que a microbiota do canal radicular do dente tratado endodonticamente
associado 2 les@io periapical persistente difere substancialmente da microbiota de dentes
com polpas necrosadas e ndo tratados. A microbiota dos canais com insucesso endodéntico
¢ composta por um mimero bastante imitado de espécies bacterianas, que se apresentam
mais resistentes aos métodos de combate 3 infecc¢do utilizados na Endodontia. O objetivo
deste trabalho foi estudar a microbiota de 30 dentes com insucesso do tratamento
endodontico e realizar testes de sensibilidade antimicrobiana das bactérias isoladas. Foram
utilizados meios de transporte, cultura e incubacdo que propiciam o crescimento de
bactérias anaerdbias estritas. Microrganismos viaveis estavam presentes em 80% dos casos,
sendo que a maioria dos canais apresentava somente 1 ou 2 espécies bacterianas. Do total
de 55 espécies bacterianas isoladas, 58% eram bactérias anaerdbias facultativas, 42%
anaerobias estritas, 80% Gram-positivas e 20% Gram-negativas. Os géneros bacterianos
mais freqlientemente 1solados dos canals radiculares foram: FEnterococcus (36,7%),
Streptococcus (33,3%), Peptostreptococcus (23,3%), Actinomyces (13,3%), Prevotella
(10%), Staphylococecus (10%), Gemella (10%), Fusobacterium (6,7%), Veillonella (6,7%),
Lactobacillus (6,7%), Propionibacterium (3,3%) ¢ Haemophilus (3,3%). Espécies dos
géneros FEnterococcus e Peptostreptococcus foram testadas quanto a suscetibilidade
antimicrobiana através do método do E-test, utilizando as seguintes substincias:
benzilpenicilina, amoxicilina, amnoxicilina + acido clavuldnico, entromicina, azitromicina e
clindamicina. FEnterococcus faecalis e Peptostreptococeus spp. foram  sensiveis a
benzilpenicilina, amoxicilina e amoxicilina + 4cido clavulanico. Entretanto, 20% dos
Enterococcus faecalis foram resistentes a eritromicina e 60% a azitromicina. Concluimos
que a microbiota dos canais de dentes com insucesso do tratamento endodbntico €
composta em sua maioria por bactérias anaerdbias facultativas, predominantemente Gram-
positivas. Os testes de suscetibilidade antimicrobiana revelaram a presenca de resisténcia
bacteriana entre especies de FEnterococcus faecalis spp. aos antibidticos eritromicina e

azitromicina.
Palavras-Chave: endodontia, bacténa, suscetibilidade antimicrobiana



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BACTERIA ASSOGCIATED WITH ENDODONTIC FAILURE
Although many failure cases of endodontic therapy are caused by technical problems during

treatment, the cause is generally believed to be intracanal infection resisting treatment or
microorganisms invading the canal via coronal leakage of the root filling. Studies of the
microbiota from the canals of teeth with failure of endodontic therapy have revealed that the
flora differ markedly from that of untreated necrotic dental pulps. It appears to be a very
limited assortment of microorganisms, and studies have indicated difficulties in the
elimination of this microbiota during endodontic retreatments. This study aimed to evaluate
the microbiota of 30 teeth with failed endodontic treatment and to test the sensivity of this
microbiota to antibiotics. Microbial samples, isolation and speciation were done using
advanced microbiologic techniques for anaerobic species. Microorganisms were recovered
from 80% of the examined teeth. In most of the cases, one or two strains per canal were
found. From the 55 microbial species isolated, 58 % were facultative anaerobe species, 42
% strict anaerobes, 80% Gram-positive organisms and 20 % Gram-negatives. The most
frequently bacterial genera recovered from the root canals were Enferococcus (36,7%),
Streptococcus (33,3%), Peptostreptococcus (23,3%), Actinomyces (13,3%), Prevotella
(10%), Staphylococcus (10%), Gemella (10%), Fusobacterium (6,7%), Veillonella (6,7%),
Lactobacillus (6,7%), Propionibacterium (3,3%) and Haemophilus (3,3%). Antibiotic
sensivity of Enterococcus and Peptostreptococcus species was accomplished with the E-test
System. These bacterial isolates were tested for their susceptibility/resistance to
benzylpenicilin, amoxicilin, amoxicilin combined with clavulanate, erythromycin,
azithromycin, and clindamycin. Enterococcus spp. and Peptostrepiococcus spp. were
susceptible to benzylpemicilin, amoxicilin, amoxicilin combined with clavulanate.
However, 20% of the Enterococcus spp. isolates were resistant to erytromycin and 60% of
these isolates were resistant to azitromycm. It was cocluded that microbial flora in canals
after failure of the endodontic therapy comprised predominantly facuitative anaerobic
species and Gram-positive organisms. Antibiotic susceptibility results showed erythromicin
and azithromycin resistance among Enterococcus spp.

Key-words: endodontics, bacteria, antibiotic susceptibility



1. INTRODUCAQO

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

(SIOGREN et al., 1997).

Embora muitos fatores de ordem técnica possam estar envolvidos, as bactérias
resistentes ao tratamento endoddntico que se proliferam no canal radicular, ou aquelas que
contaminam © c¢anal apds o tratamento endodontico através das infiltragdes corondrias, sdo
os principais responsaveis pelo fracasso do tratamento endodéntico (LIN ef al., 1991, 1992;

DAHLEN & MOLLER, 1992; CHEUNG, 1996; SIQUEIRA JR & LOPES, 1999).

O insucesso do tratamento endoddntico é determinado clinicamente baseado em
acompanhamento radiografico; surgimento, persisténcia ou aumento de uma lesdo
periapical; e em sinais e sintomas do dente tratado endodonticamente (STRINDBERG ez
al., 1956). Um acompanhamento por um periodo de no minimo 4 anos seria considerado
desejavel (STRINDBERG ef al., 1956; ENGSTROM et al., 1964; STOGREN et al., 1997).
Para resolu¢do dos casos de insucesso existem duas modalidades de tratamento: o
retratamento endoddntico e a cirurgia apical. O retratamento endododntico €, de acordo com
a maioria dos autores, o tratamento de primeira escolha, porém a cirurgia periapical consiste
em um tratamento adicional nos casos em que o retratamento fracassou ou ndo foi possivel
de ser realizado (FRIEDMAN & STABHOLTZ, 1986; HEPWORTH & FRIEDMAN,
1997; BRIGGS & SCOTT, 1997).

ALLEN et al. (1989) e HEPWORTH & FRIEDMAN (1997), analisando o sucesso do
retratamento endoddntico, encontraram uma taxa de aproximadamente 66%. Esse indice se

apresenta modesto quando comparado com a alta taxa de sucesso do tratamento
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endoddntico - 85% a 96% (SWARTZ et al., 1983; SIOGREN ef al., 1990; SMITH et al.,
1993). O menor indice de sucesso do retratamento endodéntico pode indicar, além de
dificuldades técnicas devido a fatores iatrogénicos do tratamento anterior, uma dificuldade
na eliminacio da microbiota do canal radicular de dentes com insucessos do tratamento

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

Enquanto a microbiota da polpa necrética tem sido minuciosamente estudada através
de técnicas microbiolégicas avancadas (SUNDQVIST er al., 1989; BAUMGARTNER,
1991; BAUMGARTNER & FALKER, 1991; SUNDQVIST, 1992a,b; SATO et al., 1993,
GOMES, 1995; GOMES er al., 1994, 1996a,b,c; BAUMGARTNER ef al., 1999), os dados
sobre a microbiologia do canal radicular dos dentes com insucesso endoddntico sdo raros

(SUNDQVIST et al. 1998, MOLANDER et al. 1998).

ENGSTROM (1964) e MOLLER (1966) estudaram microbiologicamente os canais
de dentes tratados endodonticamente com lesdes periapicails e relataram um crescimento
bacteriano de 38% e 45,5% respectivamente, comn predominio de bactérias facultativas.
Porém, até a década de 70, as técnicas de isolamento € cultivo de bactérias anaerdbias eram

deficientes.

Estudos recentes realizados por MOLANDER et al. (1998) e SUNDQVIST et al.
(1998) mostraram que a microbiota de canais com insucesso do tratamento endodontico
difere daquela encontrada normalmente em dentes necrosados e ndo tratados, tanto
quantitativamente quanto qualitativamente, sendo caracterizada por monoinfecgdes com

predomindncia de bactérias anaer6bias facultativas.

A particularidade da microbiota encontrada nos canais com tratamento endoddntico
prévio que fracassaram deve-se a um processo de selecdo dependente da resisténcia
especifica de determinados microrganismos aos procedimentos antimicrobianos €
medicamentos utilizados durante a terapéutica endoddntica; e da capacidade de

sobrevivéncia em um meio nutricional restrito, no qual as relagbes entre bactérias sdo
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minimas (SUNDQVIST et al., 1998). Novas estratégias de combate a infeccdo devem ser

baseadas no real conhecimento da microbiota desses dentes (MOLANDER et al., 1998).

Estudos tém demonstrado que os microrganismos isolados de dentes tratados
endodonticamente sdo de dificil remocdo. Enterococcus faecalis e Candida albicans tém
sido encontrados em canais com lesdes periapicais persistentes apds o tratamento
endodoéntico (NAIR et al., 1990a; SUNDQVIST er al., 1998; MOLANDER et al., 1998).
Os géneros Propionibacterium e Actinomyces podem se estabelecer e sobreviver nos
tecidos periapicais, sendo responsaveis pelo insucesso do tratamento endodéntico
(SUNDQVIST & RETERVING, 1980; NAIR & SCHOEDER, 1984; SJIOGREN et al.,
1988).

DEBELIAN et al. (1993), estudando a bacteremia associada a terapia endodéntica,
isolaram Propionibacterium ¢ Actinomyces do canal radicular e do sangue dos pacientes
durante ¢ apos o tratamento endoddntico. Os referidos autores, em trabalho anterior,
enfatizaram que microrganismos que entram na circulacdo sanguinea sfo geralmente
eliminados pelo hospedeiro dentro de minutos; entretanto, em pacientes com disfungdes de
valvulas cardiacas ou doencas vasculares, a bacteremia pode ser um perigo potencial,

levando comumente a endocardite bacteriana (DEBELIAN ef a/., 1994).

Embora anfibidticos ndo sejam comumente utilizados como adjuntos ao tratamento
endodontico de dentes associados a alteraces crbmicas, como no caso de lesdes
perirradiculares persistentes ap0s o tratamento endodéntico, em pacientes com risco de
desenvolvimento de endocardite bacteriana eles se tornam importantes para protecdo do
paciente durante o retratamento, assim como em casos de reagudizagdo e sintomatologia

e/ou exsudato persistente (ABBOTT er al., 1990; GRAD, 1997).

O tratamento desses casos pode ser auxiliado pela determinacio da sensibilidade
antimicrobiana das bacténas patogénicas. Porém, como esses resultados demoram mais de

48 horas - para isolamento de bactérias ¢ testes de sensibilidade antimicrobiana - devemos
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obter, para aplicagdo da terapéutica clinica, um conhecimento das bactérias envolvidas
nesses casos de insucesso ¢ um padrdo de sensibilidade dessas bactérias aos antibidticos
(ABBOTT er al, 1990). Entretanto esses padrdes mudam com a possibilidade de
surgimento de bactérias resistentes, o que torna importante o monitoramento desse padrdo
através de testes de sensibilidade antimicrobiana, permitindo o desenvolvimento de
métodos de acdo para um tratamento mais eficaz (FINEGOLD er al., 1988; ROSENBLATT
& BROOK, 1993; FORBES er al., 1998).

Este trabalho teve o objetivo de estudar a microbiota dos canais de dentes tratados
endodonticamente associados a lesdes periapicais ¢ realizar testes de suscetibilidade
antimicrobiana dessas bactérias para avaliar sua sensibilidade ou resisténcia a0s antibioticos
comumente usados na Endodontia. Um maior estudo das bactérias associadas ao fracasso
do tratamento endoddntico poderia nos levar a uma melhoria das técnicas de combate a

infeccdo e, conseqiientemente, elevar as taxas de sucesso do retratamento.
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2. REVISAO DA LITERATURA

SUCESSO E INSUCESSO DO TRATAMENTO ENDODONTICO

O insucesso do tratamento endoddntico € determinado com bases nos achados
radiograficos e sinais efou sintomas clinicos do dente tratado endodonticamente
(STRINDBERG, 1956). Segundo o autor, eram considerados fracassos os dentes com
rarefagdes Osseas que aumentavam, permaneciam inalteradas, somente diminuiam de

tamanho ou surgiam apds o tratamento endoddntico.

Critérios clinicos e radiograficos de avaliagdo do sucesso ou fracasso endodontico,
foram apresentados pela Associacdo Americana de Endodontia em 1987 (QUALITY
ASSURANCE GUIDELINES). Segundo esta Associacdo, para avaliagdo clinica, os
seguintes critérios subjetivos e objetivos devem ser usados: dor a palpagdo, mobilidade
dentaria, doenga periodontal, fistula, sensibilidade a percussio, func3o do dente, sinais de
infeccdo ou edema, e sintomas subjetivos. Assim, sdo considerados fracassos endodénticos,
dentes que apresentam sintomas subjetivos persistentes, fistula recorrente ou edema,
desconforto a palpagdo ou a percussido, evidéncia de uma fratura irreparavel da unidade
dentaria, excessiva mobilidade ou perda periodontal progressiva, ¢ inabilidade do dente
exercer sua funcdo. Os critérios radiogrificos demonstram insucesso quando ha: um
aumento da espessura do ligamento periodontal; auséncia do reparo 6sseo ne interior da
lesio ou aumento do tamanho da rarefacdo; auséncia da formagdio de uma nova Jamina
dura; presenca de rarefacdes Osseas em areas onde previamente nio existiam; espagos nao-
obturados visiveis no canal, apicalmente ou lateralmente; e reabsor¢des ativas associadas a

outros sinais radiograficos de insucesso.

O tempo de proservacdo pos-tratamento endoddntico para determinar
sucesso/insucesso varia entre os autores. Estudos tém indicado um periodo minimo de 4
anos pos-tratamento endodontico (STRINDBERG e al., 1956; ENGSTROM er al., 1964;
QUALITY ASSURANCE GUIDELINES, 1987, SIOGREN et al., 1997); enquanto outros
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recomendam 2 anos (BENDER ez al., 1966; BERGENHOLTZ et ai., 1979), 1 ano € melo
(FRIEDMAN et al., 1995) e 1 ano (REIT, 1987).

Estudos tém demonstrado que o tratamento endodontico apresenta uma alta taxa de
sucesso. STOGREN et al. (1990), em uma avaliagio clinico-radiografica de 356 dentes apos
8 a 10 anos do tratamento endoddntico, encontraram 96% de sucesso em dentes sem lesdo
periapical € 86% naqueles com necrose pulpar e lesio. SWARTZ ef al. (1983) analisaram o
sucesso endoddntico de 1.007 dentes ap6és 20 anos do tratamento endodontico, e
encontraram uma taxa de sucesso de 87,79%. SMITH er al. (1993), realizando um estudo
retrospectivo por um periodo de 5 anos de 821 casos, detectaram uma taxa de sucesso de
84,29%. FRIEDMAN er al. (1995), verificaram um indice de sucesso de 97% em casos de
dentes sem lesdes periapicals, enquanto em dentes com lesdes, o reparo estava presente em

apenas 63,2% dos casos.

Esses autores demonstraram que determinados fatores, como a presenca da lesdo
periapical, influem no progndstico do tratamento endoddntico. Em relacdo ao fracasso do
tratamento endoddntico, virios fatores e causas tém sido mencionados (LIN er al.,1992;

CHEUNG, 1996, NAIR et al., 1999).
ETIOLOGIA DO INSUCESSO ENDODONTICO

O fracasso do tratamento endoddntico estd associado ac surgimento ou 2
persisténcia de uma inflamacio periapical (STRINDBERG er al., 1956). Bactérias presentes
no interior dos canais radiculares constituem os principais agentes etiologicos da
inflamacdo periapical (KAKEHASHI er al., 1965; MOLLER et al., 1981; TAKAHASHI,
1998). O objetivo do tratamento endoddntico € a eliminacido da infeccdo, através do preparo
guimico-mecanico ¢ obturacic dos canais radiculares, propiciando um ambiente favoravel a
manutencdo da saide periapical ou ao reparo de lesdes periapicais pré-existentes. Na
maioria dos casos em que o tratamento endodbntico fracassa, o insucesso ocorre devido a

procedimentos insatisfatérios de controle e eliminagio da infecgdo (NAIR er al., 1999).
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Problemas comuns que podem levar ao fracasso da terapia endodontica incluem a falta de
controle asséptico durante o tratamento, acesso incorreto a cavidade pulpar, canais ndo
detectados, falhas na instrumentacfio, obturacdes inadequadas, e restauragbes coronarias

insatisfatorias ou ausentes apos o tratamento endodéntico (CHEUNG, 1996).

SMITH et al. (1993) ressaltaram a influéncia dos fatores técnicos, como o nivel da
obturagio, na taxa de sucesso do tratamento endoddntico. Os autores encontraram que oS
canais com sobre-obturacdes e obturagdes incompletas apresentavam um maior indice de
insucesso quando comparado com aqueles obturades a 2mm do éapice radiogréfico.
Entretanto esses fatores so foram determinantes de insucesso em canais com polpas

necrosadas e lesdes periapicais.

SJIOGREN er al. (1990) relataram que o nivel da instrumentagio e obturaciio dos
canais radiculares apresentou uma influéncia significante no prognéstico do tratamento
endodéntico de dentes com polpas necrosadas e lesdes periapicais, que apresentaram uma
taxa de sucesso inferior aos dentes com polpas vitais. Os autores ressaltaram que fatores
ndo identificados ou analisados no estudo, como a persisténcia de bactérias viaveis no
sistema de canais radiculares, podem ser criticos no prognostico de dentes tratados

endodonticamente.

Segundo DAHLEN & MOLLER (1992), as falhas técnicas do tratamento
endoddntico ndo podem, por si s0, causar ou manter a inflamacio periapical. Entretanto,
obturagio incompleta do canal radicular deixa um espaco na regifio apical, favorecendo a
persisténcia de microrganismos ¢ seus produtos, que causam danos aos tecidos periapicais.
Além desse fator, uma obturagio incompleta resulia muitas vezes de uma instrumentacio
inadequada, o que proporciona a manutencdo de restos necrdticos e bactérias no canal

radicular.

GUTIERREZ et al. (1999), através da analise, em microscopia eletrdnica de

varredura, de dentes com lesdes periapicais e limas endodénticas ultrapassando o apice ou
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canais sobre-obturados, demonstraram a presenca de bactérias nas espirais das limas que
ultrapassavam o forame apical, e principalmente na superficie radicular ao redor do forame
principal, firmemente adendas em lacunas de reabsorgdo radicular. No grupo controle, que
consistia de dentes com polpas vitais, sobre-instrumentados e sobre-obturados, nenhuma
bactéria foi detectada na superficie das limas, no apice, ou no cone de guta-percha extruido

além do apice.

Casos de acidentes, como desvios, degraus, perfuracdes, instrumentos fraturados e

sobre-obturagdes, usualmente resultam em fracasso quando associados a um processo

infeccioso (SIQUEIRA JR. & LOPES, 1999).

Fatores microbianos

Estudos demonstram que as bactérias e seus produtos s3o 0s principais responsaveis
pelo insucesso do tratamento endodéntico (MALOOLEY et al., 1979; PITT FORD, 1982;
LIN et al., 1991, 1992).

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

radiculares, estando relacionadas com a severidade da inflamagéo periapical.

LIN et al. (1992), analisando os fatores associados ao fracasso do tratamento
endodéntico de 236 dentes através da analise clinica, radiografica e histobacteriologica,
detectaram a presenca de bactérias nos canais radiculares em 67% dos casos. Os autores
relataram que a persisténcia da infecc@o bacteriana no sistema de canais radiculares, € a
presenca pré-operatéria de uma lesdo periapical, constituiam os principais fatores
associados ao insucesso endododntico. A extensdo apical da obturacdo do canal radicular,
isto €, sobre-obturado ou sub-obturado, parecia ndo haver correlacfo com os fracassos do

tratamnento endoddntico.



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

coronario defeituoso (CHEUNG, 1996).

FUKUSHIMA et al (1990) estudaram as bactérias presentes em dentes tratados
endodonticamente com lesdes periapicats, as quais eram consideradas lesdes fechadas, por
nfio apresentarem o canal radicular exposto ao meio bucal. Foram utilizados 21 dentes
extraidos, cujos apices radiculares foram examinados através da microscopia eletrénica de
varredura e através de coletas microbiologicas. Bacténias foram isoladas em 60% das
coletas, e, através da microscopia eletronica de varredura, estavam localizadas entre o
término do material obturador e o forame apical. Os autores sugeriram que, devido a
auséncia de contato com a microbiota oral, as bacténas isoladas eram derivadas de

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

SJIOGREN et al. (1997) estudaram a relacdo entre a presenca de bactérias no canal
radicular no momento da obturacdo € o sucesso do tratamento endodéntico em 55 dentes
com periodontite apical. Os dentes com cultura negativa apés a instrumentagio
apresentaram sucesso em 94% dos casos, enquanto nos dentes com cultura positiva, o
sucesse era de apenas 68%. Os autores ressaltaram que essas bactérias resistentes ao
preparo quimico-mecinico, se permanecerem  vidveis, podem manter a inflamaco

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

Microrganismos sobreviventes as medidas de desinfeccio podem morrer ou manter-
se vidveis, dependendo da quantidade de nutrientes disponiveis e da capacidade de
sobreviver em condicOes de caréncia mutricional. Os microrganismos que permaneceram

viaveis somente resultardo em fracasso se tiverem acesso aos tecidos periapicais, se forem
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patogénicos e se estiverem em numero suficiente para induzir ou perpetuar uma les@o

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

Mesmo em casos de canals radiculares bem tratados, algumas bactérias podem
permanecer vivas, devido & complexidade anatdmica do sistema de canais radiculares (IDA
& GUTMANN, 1995). Bactérias presentes em regides de istmos, ramificacdes,
reentrancias, tibulos dentinarios, reabsorcOes apicais externas, pedem nio ser afetadas
pelas medidas usadas no controle de infeccao endodéntica (NAIR er al., 1987, 1990a,
1999).

NAIR et al. (1990a) detectaram a presenca de bactérias e fungos nos canais
radiculares de dentes tratados endodonticamente com lesdes periapicais refratarias ao
tratamento endoddntico. Os autores analisaram 9 dentes utilizando a microscopia Optica e
eletronica de transmissdo, e verificaram a presenca de microrganismos em 6 casos, 4
contendo bactérias e 2 contendo fungos. Os microrganismos foram detectados em deltas
apicais e reabsorcOes radiculares, em canais laterais ndo obturados que apresentavam
comunica¢o com o forame apical, € entre o material obturador e as paredes dentindrias dos
canais radiculares. Os resultados sugeriram que a maioria dos dentes tratados
endodonticamente com lesBes periapicais resistentes ao tratamento convencional, pode
conter microrganismos persistentes, que podem desempenhar um papel significante do

fracasso do tratamento endodontico.

Em uma minoria dos casos, segundo CHEUNG (1996), o insucesso endodoéntico
pode estar relacionado a uma infecg@o extracanal. Estudos tém demonsirado a presenca de
bactérias na superficie externa radicular (TRONSTAD er al., 1990; MOLVEN et al., 1991;
KIRYU et al., 1994; LOMCAH ef al., 1996; HARN et al., 1998) ou na lesfo penapical
(SUNDQVIST & REUTERVING, 1980; NAIR et al, 1987; TRONSTAD et af., 1987;
SJOGREN et al., 1988; IWU et al., 1990; WAYMAN er al., 1992; WASFY er al., 1992;
ABOU-RASS & BOGEN, 1998).
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Segundo SIQUEIRA JR. & LOPES (1999), poucas espécies bacterianas sdo capazes
de sobreviver no interior dos tecidos perirradiculares, tormando-se, assim, responsavel pelo
insucesso do tratamento endodontico. A sobrevivéncia nesta regido, onde as defesas do
hospedeiro t&m maior acesso ao agente infeccioso, somente & possivel para os

microrganismos dotados da capacidade de anular essas defesas (SIQUEIRA JR., 1997).

Estudos tém reportado o 1solamento de espécies de Actinomyces israelli
(SUNDQVIST & REUTERVING, 1980; SJOGREN et al., 1997), Actinomyces spp. (NAIR
et al., 1984) e “Arachnia propionica” (SJOGREN et al, 1988) de lesdes periapicais
resistentes ao tratamento endoddntico, caracterizando uma actinomicose periapical.
FIDGOR et al. {1992), estudando a patogenicidade de espécies de Actinomyces israelli e
“Arachnia propionica” em animais, observaram que uma cepa bacteriana isolada de uma
lesdo periapical pode formar coldnias coesas, com grande mimero de células, escapando
assim coletivamente da fagocitose que deveria ser realizada pelas células de defesa. A
espécie “Arachnia propionica” foi incluida no género Propionibacterium, sendo atualmente

denominada Propionibacterium propionicum (SUNDQVIST, 1994).

Um outro mecanismo bacteriano de evasdo as defesas do hospedeiro, € o arranjo em
biofilme das bactérias presentes na superficie externa radicular. O biofilme perirradicular é
caracterizado por uma populacdo de microrganismos aderidos ao cemento e/ou a dentina na
por¢do apical da raiz, que estio envolvidos por uma camada polissacaridica extema
conhecida como glicocilice, a qual forma uma matriz intermicrobiana. A estrutura da
matriz polissacaridica que envolve o biofilme limita o acesso de moléculas de defesa
(anticorpos e complemento) e de células fagociticas (macréfagos e neutrofilos) (PALMER

& WHITE, 1997; SIQUEIRA & LOPES, 1999).

TRONSTAD et al (1990) analisaram, atraveés da microscopia eletronica de
varredura, a superficie dos apices radiculares de 10 dentes com tratamento endoddntico
prévio e lesdes periapicais persistentes que foram submetidos & cirurgia periapical. Os

autores verificaram que na regido adjacente ao forame apical, nas irregularidades e



reabsor¢tes cementarias, havia uma placa bacteriana formada por uma variedade de formas
(predominantemente cocos e bacilos), que eram mantidas juntas por um material

extracelular.

HARN et al. (1998) relataram um caso de les@o periapical e fistula persistente ao
tratamento endoddntico, no qual, no ato cirtirgico, foi verificado um depodsito semelhante a
um calculo no apice da raiz. Os autores sugeriram que o célculo era originado da
calcificagdo da placa bacteriana da superficie externa apical, representando um meio
propicio para retencdo de bactérias extraradiculares, o que, nesse caso, poderia ter um papel
importante na manutencao da inflamacdo periapical apos um tratamento endodéntico bem

realizado.

NAKANO-HASEGAWA et al. (1999) estudaram in vitro a capacidade de
microrganismos isolados de canais radiculares infectados de formar o biofilme. Os autores
selecionaram para o estudo espécies de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aureginosa ¢ Candida albicans, por serem microrganismos
de dificil eliminag¢do durante a terapia endodéntica. A capacidade de formac¢io do biofilme
foi determinada pela habilidade dos microrganismos de aderirem a um disco de colageno
colocado em um frasco contendo meio de cultura. Fragmentos do disco foram removidos
ap6s um periodo de incubagdo de 3, 7 e 14 dias e foram examinados através da microscopia
eletronica de varredura. Uma substincia semelhante ao glicocalice foi observada em todos
microrganismos estudados com excec¢do da Candida albicans. A quantidade da substancia
semelhante ao glicocdlice formada aumentava com o periodo de incubagdo. Os autores
sugeritam que esses microrganismos tinham a capacidade de formar o biofilme devido &

producdo de substancias semelhantes ao glicocélice.

Além dos problemas anatdmicos, que consistem em Aareas inacessiveis a
instrumentacdo, o fracasso endodéntico pode advir da resisténcia de determinadas bactérias
aos métodos quimicos e mecanicos utilizados na terapia endoddntica convencional.

GOMES er al. (1996b) estudaram a suscetibilidade da microbiota dos canais radiculares aos



procedimentos quimico-mecinicos, ¢ relataram que a terapia endodontica nio foi capaz de
eliminar completamente as bactérias do sistema de canais radiculares, apresentando

algumas espécies mais resistentes ao preparo quimico-mecinico do que outras.

Algumas bactérias tém sido relacionadas a infecces endoddnticas persistentes apos
o preparo quimico-mecanico, sendo Enterococcus faecalis freqgiientemente isolados desses
canais radiculares (BENDER & SELTZER, 1952; ENGSTROM, 1964; GOLDMAN &
PEARSON, 1969; CAVALLERI er al., 1989; GOMES er al, 1996b). Estudos tém
demonstrado a persisténcia de espécies de Staphylococcus apos a realiza¢do do preparo
quimico-mecanico dos canais radiculares (GOLDMAN & PEARSON, 1969; GOMES et
al., 1996b). Bacilos entéricos Gram-negativos, incluindo espécies de Enterobacter clocae €
Klebsiella pneumoniae (HAAPASALO et al., 1983), espécies de Pseudomonas aureginosa
(RANTA et al., 1988) e fungos (WALTIMO et al., 1997) foram isolados em casos de
infecgbes que ndo responderam adequadamente aos procedimentos quimico-mecinico
durante o tratamento endodontico convencional, geralmente com persisténcia de exsudato e

dor & percussao.

Segundo SIREN er al. (1997), as bactérias entéricas ndo estio presentes comumente
na microbiota de canais radiculares mfectados. Essa diferenca da composicio da microbiota
de dentes com infec¢Oes persistentes pode ser devido a dois fatores: a presenga de uma
pequena quantidade de bactémas entéricas na infec¢fio original do canal radicular, que
aumenta sua proporcido durante o tratamento endoddntico devido a maior suscetibilidade de
outras bactérias a terapia endodoéntica; ou bactérias entéricas podem entrar no canal
radicular durante o tratamento endodontico devido a um isolamento inadequado do campo
de trabalho, a uma infiltracdo pelo material restaurador temporério, ou quando um canal é
deixado aberto para drenagem. Com 0 objetivo de estudar a relag@o entre os procedimentos
clinicos e a presenca de bactérias entéricas facultativas, os autores realizaram coletas
microbiolégicas dos canais radiculares durante diferentes procedimentos ac longo do
tratamento endodontico. Os resultados demonstraram que Enterococcus faecalis, outras

hactérias entéricas facultativas (Enterobacter spp. e Klebsiella spp.) e Pseudomonas spp.



foram encontradas mais freqientemente em casos onde os canais radiculares ndo foram
selados em algum ponto do tratamento endoddntico, ou em casos com grande numero de
sessdes. Enterococcus faecalis foi a espécie mais freqlientemente isolada. Os autores
enfatizaram a 1mportincia do controle da cadela asséptica durante a terapia endodéntica no

prognéstico do tratamento.

O insucesso do ftratamento endodéntico tem sido relacionado a auséneia de um
selamento coronario adequado apds o tratamento endodéntico. Trabalhos demonstram que
bactérias e seus produtos podem penetrar nas falhas marginais de uma restauracio

defeituosa e na interface entre o material obturador e o canal radicular, e atingir a regido

periapical (CHEUNG, 1996).

SWARTZ et al. (1983), avaliando os fatores de sucesso e insucesso de 1.007 dentes
tratados endodonticamente, relataram que dentes com restauragdes corondrias 1mproprias
ou ausentes apresentavam um indice de sucesso significantemente menor quando

comparado aos dentes com restauracdes adequadas.

RAY & TROPE (1995) investigaram 1.010 dentes tratados endodonticamente e
restaurados com o objetivo de avaliar a relagio entre a qualidade da restauraciio coronana e
da obturacdo do canal radicular no indice de sucesso do tratamento endoddntico. Os
resultados demenstraram que tratamentos endodonticos e restauragdes coronarias de boa
qualidade resultaram em um sucesso de 94%; tratamentos endoddnticos adequados e
restauragdes defeituosas, o indice caia para 44,1%; tratamentos endodonticos com falhas e
boas restauracdes coronarias, o indice de sucesso era de 67,6%; e tratamento endodénticos e
restauragOes inadequadas, um baixo indice de 18,1%. Os autores concluiram que a
qualidade da restauracio corondna definitiva era significantemente mais importante do que
a qualidade técnica do tratamento endoddntico para manutencdo da saude periapical de

dentes tratados endodonticamente.
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TORABINEJAD et al. (1990) estudaram in vitro a infiltracdo bacteriana em 45
dentes tratados endodonticamente e ndo selados, expostos a espéeies de Staphylococcus
epidermidis e Proteus vuigaris, e observaram que 50% dos canais estavam completamente
contaminados por Staphvlococcus epidermidis apos 19 dias, e por Proteus vulgaris ap6s 42

dias.

ALVES et al. (1996) demonstraram que as endotoxinas bacterianas penetravam
mais rapidamente do que as bactérias nas obturagdes dos canais radiculares. Os autores
utilizaram dentes anteniores extraidos, que foram mstrumentados, obturados e preparados
para ¢ espago protético, deixando 5 mm de guta-percha, e introduzidos em um dispositivo
que deixava a cmara pulpar em contato com as bactérias, ¢ o apice radicular em contato
com um meio de cultura. Uma solugdo contendo uma cultura mista de bactérias em um
meio rico em nutrientes, em contato com a cimara pulpar, era trocada a cada trés dias.
Amostras do meio de cultura em contato com o apice radicular, eram coletadas para
deteccdo da infiltracdo de endotoxinas e bactérias. A infiltracdo de endotoxinas ocorreu

apos 9 dias , e a infiltragdo bacteriana ndo foi detectada até o 35° dia.

MAGURA et al. (1991), estudando a microinfiltragio coronaria in vitro de saliva
humana em dentes tratados endodonticamente através da infiltracdo de corantes e da andlise
histologica, verificaram que a infiltracdo apos 90 dias foi significantemente maior do que os
outros periodos estudados (2, 7, 14 e 28 dias). Os autores sugeriram a realizacdo do
retratamento endoddntico em dentes sem restaura¢es coronarias € expostos ao meio bucal

por trés meses ou mais.

LAGE-MARQUES et al. (1996) avaliando [.805 dentes tratados endodonticamente,
observaram que 25,7% dos casos apresentavam restauracdes temporarias, um fator critico
no sucesso desses tratamentos. Estudos tém demonstrado que os mateniais restauradores
temporarios ndo oferecem um selamento corondrio adequado, permitindo infiltrag@o de
bactérias (KELLER ef al., 1981; DEVEAUX et al., 1992; IMURA et al., 1997, BARTHEL
et al., 1999).
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IMURA et al. (1997), estudando in vitro a penetracdo das bactérias da saliva através
do material restaurador temporano em dentes tratados endodonticamente, relataram que a
média do tempo para a infiltragdo bacteriana em toda extensido do canal radicular obturado

foi de 9,8 dias para dentes selados com Cavit e 12,95 dias para o grupo do IRM.

BARTHEL ez al. (1999) estudaram ir vitre a infiltracio de Streptococcus mutans
em 103 dentes tratados endodonticamente e selados com diferentes materiais restauradores
temporarios. A média do tempo de infiltragdo da bacténa ate a regido apical da obturagao
radicular fo1 de 4,5 dias para o grupo do Cavit, 4 dias para o IRM e 2 dias para o grupo
restaurado com iondmero de vidro. Os autores recomendararn que a restauragdo definitiva

fosse realizada o mais rapido possivel apds a obturagfo dos canais radiculares.

Fatores nao-microbianos

Embora os microrganismos sejam os princlpais agentes etioldgicos dos casos de
fracasso da terapia endoddntica, outros fatores independentes podem afetar adversamente o

prognostico do tratamento endoddntico (NAIR et al., 1999).

NAIR et al. (1990b) relataram um caso de reagdo de corpo estranho dos tecidos
periapicais a um material obturador dos canais radiculares. O estudo consistiu na bidpsia de
uma lesdo periapical assintornatica persistente ap0s ¢ tratamento endoddntico, que foi
verificada através de microscopia optica e eletronica de varredura. A tunica caracteristica da
lesdo era a presenca de células multi-nucleadas semelhantes a células gigantes da reacdo de
corpo estranho, € a presencga de magnésio e silicone, que foram considerados remanescentes

do excesso do material obturador do tratamento endodéntico prévio.

LIN et al. (1991), em seu estudo, relataram que tecidos necréticos e materiais
obturadores nocivos poderiam agir como irritantes, causando uma inflamagao periapical. Os
autores tambeém encontraram casos diagnosticados como cistos apicais, que foram

considerados fatores de insucesso.
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NAIR et al. (1993), através da analise, em microscopia oOptica ¢ eletrénica de
varredura, da bidpsia de uma lesdo que nio regrediu apds o tratamento endodbntico,
relataram que a lesdo foi diagnosticada como cisto e apresentava um grande nimero de
cristais de colesterol no tecido conjuntivo que circundava o revestimento epitelial da loja
cistica. Uma vez que microrganismos nao foram detectados, os autores atribuiram a causa
da persisténcia da lesdo a fatores endogenos, como o acumulo de cristais de colestero} ¢ a

propria condigdo cistica da lesdo.

NAIR et al. (1999), no estudo de biopsias de 6 lesGes periapicais persistentes ao
tratamento endoddntico, encontraram 2 casos com infeccdes persistentes no interior do
sistema de canais radiculares, um caso de cisto, 2 casos de tecido fibroso denominado
cicatriz apical, e um granuloma. Os autores confirmaram estudos prévios de que infecgao
intraradicular e cistos periapicais sdo causas importantes do insucesso endodoéntico, porém,

algumas radioluscéncias periapicais podem ocasionalmente ser devido a cura.

MICROBIOTA DE DENTES TRATADOS ENDODONTICAMENTE ASSOCIADOS
A LESOES PERIAPICAIS

Informacoes sobre a natureza das infecgOes dos canais radiculares de dentes com
tratamento endoddntico prévio e lesdes periapicais persistentes sdo escassas. Porém,
estudos tém revelado que a microbiota de dentes com fracasso do tratamento endoddntico
(MOLLER, 1966; MOLANDER ef al, 1998; SUNDQVIST e al, 1998) difere
marcadamente daquela encontrada em canais radiculares de dentes com polpas necrosadas e
ndo tratados endodonticamente (SUNDQVIST et al., 1989; BAUMGARTNER, 1991;
BAUMGARTNER & FALKER, 1991; SUNDQVIST, 1892a,b; SATO er al, 1993;
GOMES, 1995; GOMES et al., 1994, 1996a,b,c; BAUMGARTNER et al., 1999).

Varios estudos demonstraram que a infec¢do de canais radiculares com polpas

necrosadas e ndo-tratados, caracteriza-se pela presenca de uma microbiota mista €
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polimicrobiana, comumente em combinagbes de 4 a 7 espécies, predominantemente
anaerobia estrita, com um relativo equilibrio entre bactérias Gram-positivas e (Gram-
negativas. Espécies bacterianas pertencentes ao género Fusobacterium, Frevotella,
Porphyromonas, Peptostreptococcus € Eubacterium, sdo freqlientemente isoladas de canais
radiculares infectados (SUNDQVIST, 1989, 1992ab; BAUMGARTNER, 1991;
BAUMGARTNER & FALKER, 1991; SATO er al., 1993; GOMES, 1995; GOMES et al.,
1994, 1996a,b,c).

MOLLER (1966), realizando um estudo microbiolégico de 654 canais radiculares de
dentes com polpas vitais, polpas necroticas e com tratamento endodontico prévio associado
a lesdes periapicais, relatou que a microbiota de dentes com fracasso da terapia endodontica
era composta por um nimero menor de microrganismos quando comparada aos dentes com
polpas necroéticas, apresentando uma meédia de 1,6 espécie bacteriana por canal. Dos 264
dentes estudados com tratamento endodéntico prévio, 120 (45,5%) apresentaram culturas
positivas. Os autores relataram que havia um equilibrio entre as bactérias anaer6bias
facultativas e estrtas, com as Gltimas cormrespondendo a 51% do total das bactérias isoladas,
e um predominio de bactérias Gram-positivas, compreendendo 80% dos isolados. Espécies
dos géneros Streplococcus, Enterococcus, Peptostreptococcus, Lactobacillus e
Eubacterium, foram isoladas freqiientemente; enquanto Prevotella e Fusobacterium foram
menos freqiientes. Enterococcus faecalis foi isolado em 29% dos casos que apresentavam

culturas positivas.

ENGSTROM (1964), investigando a presenca de Enterococcus spp. nas infecgdes
endoddnticas, verificou que estavam presentes em 20,9% das amostras de dentes com
tratamento endodéntico prévio, enquanto representavam 12,1% das amostras de polpas
necrosadas. O autor ressaltou, em seu trabalho, a dificuldade em eliminar esses
microrganismos dos canais radiculares, constituindo um problema na terapéutica

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

Enterococcus faecalis (ROSAN, 1997).

MOLANDER et al. (1998) analisaram o estado microbiolégico de 100 dentes
tratados endodonticamente com periodontite apical visivel radiograficamente. Os dentes
estudados apresentavam-se assintomaticos, e com a obturacdo do canal apresentando uma
distancia maxima de 5 mm aquém do dpice radiografico. A remogfo do material obturador
foi realizada utilizando brocas de Gates-Glidden e limas endoddnticas, e em 21 casos, foi
utilizado cloroférmio como material solvente da guta-percha. Os resultados mostraram que
bactérias estavam presentes em 68 dentes, porém o uso do clorofoérmio foi considerado um
fator influente, diminuindo o crescimento bacteriano. Dos 21 casos onde for utilizado o
cloroformio, houve crescimento bacteriano em apenas 10 casos (47,3%), enguanto nos 79
dentes restantes o cresimento fo1 detectado em 58 canais (73,4%). Um total de 117 amostras
microbianas foi isolado, com 114 bactérias e 3 fungos. A maioria dos canais continha uma
ou duas espécies bacterianas (85% dos casos). As bactérias anaerdbias facultativas Gram-
positivas predominaram, constituindo 69% das espécies isoladas. Os microrganismos
isolados foram: Enterococcus spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Staphylococcus
spp., Peptostreptococcus Spp., Actinomyces spp., bacilos Gram-positivos anaerobios,
bacilos Gram-negativos facultativos, Veillonella spp., Fusobacterium spp., Prevotella spp.
e Candida spp. Enterococcus foi 0 género bacteriano mais freqiientemente isolado, presente
em 47% dos canais com bacténas. Os autores concluiram que a microbiota dos dentes
tratados endodonticamente diferenciava, tanto quantitativamente quanto qualitativamente,

dos dentes com polpas necrosadas.
SUNDQVIST et al. (1998) realizaram coletas microbiolégicas de 54 dentes tratados

endodonticamente, assintomaticos, ¢ com lesOes periapicais visivels radiograficamente.

Todos os dentes, com excecdo de | com obturacio defeituosa, apresentavam a obturacdo
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dos canais com um padrio radiogrifico razoavel. A técnica do retratamento foi realizada
sem 0 uso de solventes da guta-percha. O crescimento bacteriano foi detectado em 24 casos,
sendo caracterizado por monoinfecgdes de microrganismos predominantemente Gram-
positivos (87% das bactérias 1soladas), com propor¢des aproximadamente iguais de
bactérias anaerdbias facultativas (58%) e estritas (42%). Os géneros isolados foram:
Enterococcus, Streptococcus, Peptostreptococcus, — Actinomyces, Eubacterium,
Propionibacterium, Fusobacterium e Bacteroides. Candida spp. fo1 detectada em 2 casos.
Enterococcus faecalis fot a espécie bacteriana mais freqliente, isolada em 38% dos canais

radiculares que apresentavam presenca de bactérias.

O numero limitado de microrganismos encontrados nos dentes tratados
endodonticamente deve-se a fatores de selecdo gue determinam a persisténcia das bactérias
capazes de resistir aos procedimentos antimicrobianos e medicamentos utilizados na terapia
endododntica, ¢ de sobreviver em um meio escasso de nutrientes (SUNDQVIST er al.,

1998).

Geralmente as bactérias anaerdbias facultativas sio mais resistentes a atividade
antimicrobiana do que as anaerdbias estritas, podendo persistir mais freqglientemente em
canais radiculares apos a terapia endoddntica. Os microrganismos anaerObios facultativos
podem permanecer em uma fase latente, com uma baixa atividade metabdlica por um
periodo, ¢ mudancas das condi¢Oes ambientais, como uma infiltracdo corondria, podem

ativar o seu crescimento (MOLANDER er af., 1998).

Enterococcus faecalis, microrganismos freqlientemente isolados de canais
radiculares de dentes com insucesso endodontico (MOLLER, 1966; MOLANDER et al.,
1998; SUNDQVIST er al, 1998), representam uma propor¢do pequena da microbiota
inicial de dentes com polpas necrosadas e lesdes penapicais (SUNDQVIST ef al., 1992;
GOMES, 1995; GOMES et al, 1996a). Enterococcus faecalis, que sdo cocos Gram-
positivos anaerObios facultativos, tm demonstrado resisténcia aos procedimentos

endoddnticos de desinfecgio durante o preparo quimico-mecanico (GOMES ef al., 1996b;
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SUNDQVIST er af., 1998), e a capacidade de sobreviver em canais radiculares como
microrganismos unicos sem a relagdo cooperativa de outras bactérias (FABRICIUS er al,

1982; SUNDQVIST et al, 1998).

SIREN et al. (1997) demonstraram que Enterococcus faecalis podem penetrar no
canal pela infiltragio coronéria, resistir ao tratamento e persistir apbés a obturacio dos
canais. Os autores relataram que os canais que continham espécies de Enterococcus faecalis
resultaram em wm maior nimero de casos com insucessos, necessitando de retratamento
endodontico, quando comparados com os dentes que ndo apresentavam essas bactérias na

sua microbiota.

SUNDQVIST et al. (1998) analisaram, em seu trabalho, a taxa de sucesso/insucesso
dos dentes que foram submetidos ao retratamento, e verificaram que de 9 canais que
continham Enterococcus faecalis na cultura inicial, 3 (33,3%) apresentaram a persisténcia
desse microrganismo apos o preparo quimico-mecinico com hipoclonto de sédio a 0,5% ¢
curativo com pasta de hidréxido de calcio (Calasept), e resultaram em insucesso apos um

periodo de proservagao de 4 anos.

READER er al. (1994) isolaram Swaphviococcus aureus, cOmo MICrorganismo
unico, ap6s incubagdo anaerobia e aerdbia do exsudato de um dente com tratamento

endoddntico prévio e lesdo periapical persistente.

HAAPASALO et al. (1983), realizando a investigacdo microbiolégica de um dente
com tratamento endoddntico prévio e lesdo periapical, isolaram Enterobacter cloacae, um
bacilo Gram-negativo facultativo, como microrganisme tnico presente no canal radicular.
Os autores relataram que esse microrganismo era um bacilo entérico ocasionalmente
encontrado no canal radicular, porém quando isolado, parecia estar associado a infecgdes
endodénticas persistentes. Os autores, discutindo a via de entrada dos bacilos entéricos
Gram-negativos nos canais radiculares, citaram a contaminagdo através de instrumentos
manipulados com as mdos, de solugdes irrigadoras ndo-estéreis, e de canais deixados em

comunicagdo com a cavidade oral.
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A presenca de fungos no canal radicular também pode ser resultado de
contaminac¢io durante o tratamento endodéntico (WALTIMO et al., 1997), e pode estar
associada ao insucesso de dentes tratados endodonticamente (NAIR er af., 1990;
MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al., 1998). WALTIMO et al. (1997), estudando
os microrganismos isolados de 692 amostras de canais radiculares com persisténcia de
infecgOes ap6s o preparo quimico-mecanico, isolaram fungos em 48 amostras (7% dos
casos), sendo Candida albicans a espécie mais isolada dos canais radiculares. Os fungos
tém demonstrado resisténcia a medicamentos comumente usados no processo de
desinfeccdo endodontica (WALTIMO er al., 1999). Esses microrganismos, assim como as
espécies de Enterococcus faecalis, parecem ter a habilidade de utilizar oportunidades
criadas pela remocdo de oufros microrganismos, e também ter capacidade de viver em um
meio pobre em nutriente, como o canal do dente tratado endodonticamente (SUNDQVIST

et al., 1998).

O nimero de especies bacterianas 1soladas de casos de retratamento estd
provavelmente relacionado a qualidade do tratamento endoddntico inicial. Dentes com
tratamentos endodonticos de ma qualidade, isto €, dentes com obturacdes muito aquém do
apice ou com falhas, apresentam uma microbiota similar aquela encontrada nos dentes ndo-
tratados, os quais contém um maior namero de espécies bactenianas (SUNDQVIST er al,

1998).

TANI et al. (1992) isolaram bactérias dos canais radiculares de 40 dentes com
tratamento endodontico prévio e lesdo penapical. Todos pacientes tinham dor a percussido e
palpagdo, e radiograficamente todos 0s canais envolvidos revelaram obturagdes deficientes.
As bactérias 1soladas incluiam: Bacteroides spp., Veillonella parvula, Streptococcus
constellatus,  Peptostreptococcus  anaerobius, Clostridium  spp.,  Staphylococcus

epidermidis, Lactobacillus plantarum e Propionibacterium propionicum.
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GOMES er al. (1996a), com o objetivo de estudar a microbiota dos canais
radiculares € sua associacao com sinais e sintomas clinicos, realizaram coletas
microbiologicas de 70 capais infectados, dos quais, 21 apresentavam tratamento
endoddntico prévio €, em sua maioria, a presenca de dor. Propionibacterium foi o género
mais freqiientemente isolado nos canais com tratamento endeddntico prévio. Entretanto,
espécies anaerobias pertencentes ac género Prevotella, Peptostreptococcus, assim como
espécies facultativas como Strepfococcus, Lactobacillus e Actinomyces, também foram
isoladas. Neste estudo os autores verificaram a associagio de dor com espécies de
Prevotella spp. e Peptostreptococcus spp., o que foi confirmado em outro trabalho

(GOMES et al.,1996¢).

Os géneros Propionibacterium e Aciinomyces tém sido associados a lesdes
periapicais persistentes apos o tratamento endoddntico (SUNDQVIST & REUTERVING,
1980; NAIR er al., 1984; SIOGREN e al., 1988, 1997). Essas bactérias se apresentam
menos suscetiveis aos procedimentos quimicos e mecanicos durante a terapia endodéntica
(GOMES et al., 1996b; SJOGREN et al., 1997), e, uma vez instalados no canal radicular,
podem atingir os tecidos periapicais € sobreviver fora do canal radicular, causando
infecedes que sO podem ser removidas cirurgicamente (SUNDQVIST & REUTERVING,
1980; NAIR et al., 1984; SJOGREN et al., 1988, 1997).

SJIOGREN et al. (1997), com o objetivo de investigar o papel da infecgdo no
prognostico do tratamento endoddntico, realizaram coletas microbiologicas de 55 dentes
com polpas necrosadas e lesdes periapicais antes € apOs o preparo quimico-mecéanico. Apos
a realizacdo das coletas microbiologicas, os canais foram obturados na mesma sessdo, €
foram proservados por um periodo de 5 anos. Apés a realizagio da instrumentagio, 22
canais continham bacténas, dos quais 7 (32%) apresentaram insucesso endoddntico, com
persisténcia da lesdo periapical. Os autores verificaram que 2 casos que resultaram em
fracasso endodOntico, apresentavam Acfinomyces isragelii nos canais radiculares no
momento da obturacdo. A analise histologica das lesdes periapicais desses dentes revelou a

presenca dessa bactéria nos tecidos periapicais, caracterizando uma actinomicose periapical.
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SUNDQVIST et al. (1998) relacionaram um caso de lesfio periapical persistente
ap6s o retratamento endodéntico, com a presenca de Actinomyces israelii no canal no
momento da obtura¢io, mesmo apoOs a instrumentagdo e curativo com pasta de hidroxido de

cacio (Calasept).

FUKUSHIMA er al. (1990) localizaram ¢ identificaram bactérias de 21 dentes
tratados endodonticamente com lesdo periapical, assintomaticos, através da coleta dos
apices de dentes extraidos. ApOs a extragdo, 5 mm do apice radicular foram cortados
transversalmente e depois longitudinalmente. Uma das partes do apice foi estudada na
microscopia eletrénica de varredura e a outra foi fragmentada em pequenos pedagos e
colocadas em um meio de transporte, sendo processada para o isolamento e cultivo de
bactérias anaerobias. Bactérias foram isoladas em 13 (60%) dos 21 dentes. Bactérias
anaerdbias estritas estavam presentes em 12 casos, e as anaer0bias facultativas em 8. Foram
identificadas especies anaerobias dos géneros: Eubacterium, Propionibacterium,
Peptostreptococcus, Prevotella, Porphyromonas, Bacteroides, Fusobacterium € Veillonella.
Entre as bactérias facultativas, Lactobacillus, Streptococcus e Enterococcus foram os
géneros mais prevalentes. Enterococcus fuecalis estava presente em 3 casos. Os autores
sugeriram que ¢ssa alta propor¢do de anaerdbios em dentes tratados endodonticamente ¢
assintomaticos era devido & técnica de coleta através da fragmentagdo de apices de dentes
extraidos, pois a coleta do canal radicular pode ndo refletir a total composicdo da

microbiota no apice radicular.

TRATAMENTO DO INSUCESSO ENDODONTICO

As principats modalidades de tratamento dos insucessos endodonticos sio o
retratamento convencional e a cirurgia peniapical (FRIEDMAN & STABHOLTZ, 1986;
HEPWORTH & FRIEDMAN, 1997; BRIGGS & SCOTT, 1997). Cada meodalidade
apresenta vantagens € riscos especificos, o que exige uma andlise criteriosa da situacio

clinica, para optar pelo tratamento mais indicado (FRIEDMAN & STABHOLTZ, 1986).
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O retratamento endododntico consiste em realizar a remocdo do material obturador, a
reinstrumentacao e reobturacdo do sisterna de canais radiculares, com o objetivo de superar
as deficiéncias da terapia anterior. O retratamento busca obter, radiograficamente, uma
imagem que revele uma obturagdo adequada do canal radicular, quanto & compacta¢io € ao

limite apical, permitindo supor uma favoravel evolugdo quanto a reparacio tecidual

(LOPES et al., 1999).

Como a maiona dos fracassos endoddnticos resulta de uma proliferacio bacteriana
dentro do canal do dente com tratamento endoddntico prévio, a razdo para se realizar o
retratamento convencional, isto €, a desinfeccdo do sistema de canais radiculares, obedece
tanto aos principios biologicos quanto aos principios técnicos que regem a terapia

endoddntica (HEPWORTH & FRIEDMAN, 1997).

Estudos indicamn o retratamento convencional comeo primeira opcao de tratamento
nos casos de msucesso (HEPWORTH & FRIEDMAN, 1997; BRIGGS & SCOTT, 1997;
RUDDLE, 1997). Nos casos em que o acesso ao canal ndo for possivel ou em casos em que
o retratamento convencional fracassou, o tratamento € a cirurgia periapical (FRIEDMAN &
STABHOLTZ, 1986, HEPWORTH & FRIEDMAN, 1997; BRIGGS & SCOTT, 1997,
RUDDLE, 1997). E importante ressaltar que a realizaco do retratamento convencional,
antes da cirurgia periapical, aumenta o indice de sucesso da mesma (HEPWORTH &

FRIEDMAN, 1997; BRIGGS & SCOTT, 1997).

A cirurgia periapical oferece um acesso imediato ao 4apice radicular. Nesse
procedimento, € possivel realizar a limpeza dos tecidos ao redor do 4pice; a apicectomia
para remocdo de 2 a 3 mm do éapice, que freqgiientemente contém ramificagbes dos canais
com infec¢do; e a obturacdo retrograda para um bom selamento (HEPWORTH &
FRIEDMAN, 1597; BRIGGS & SCOTT, 1997),
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Os indices de sucesso das duas modalidades de tratamento, refratamento
convencional e ciriirgico, sdo semelhantes, nio apresentando diferencgas estatisticas nos
estudos realizados {(ALLEN er al., 1989; HEPWORTH & FRIEDMAN, 1997). ALLEN et
al. (1989), analisando rerospectivamente 633 casos, mostraram que a taxa de sucesso do
retratamento convencional era de 72.7%, e o cirlirgico com obturacdo retrograda era de
60%. HEPWORTH & FRIEDMAN (1997), em uma revisdio da literatura, estimaram uma
média de sucesso de 66% e 59% dos retratamentos nao-cirirgicos € cirlirgicos,

respectivamente.

SIOGREN et al. (1990) reportaram uma taxa de sucesso de 62% em casos de
retratamento endoddntico de dentes com lesdes periapicais. Entretanto, verificaram sucesso
do tratamento endoddntico em 86% dos dentes com polpa necrosada e lesdo penapical, ¢

em 96% dos dentes com poipas vitais e ndo-vitais sem lesio periapical.

VAN NIEUWENHUYSEN ef al. (1994) e SUNDQVIST et al. (1998) relatararm um
indice de sucesso de 78% e 74%, respectivamente, em casos de retratamentos endoddnticos

cofvencionais.

A menor taxa de sucesso do retratamento endododntico, quando comparado ao
tratamento endodéntico de polpas necrosadas, tem sido relacionada a dificuldades técnicas
devido a fatores latrogénicos cometidos no tratamento endoddntico anterior (LEWIS &
BLOCK, 1988). MOLANDER et al. (1998) ressaltaram que essas baixas taxas de sucesso
podem indicar uma dificuldade na eliminagfio da microbiota presente nos dentes com
tratamento endodéntico prévio, que representa um grupo limitado de microrganismos
altamente resistentes & terapéutica do retratamento endodontico. Os autores concluiram em
seu estudo que as estratégias do retratamento convencional deveriam ser reconsideradas, e
sugeriram que fossem realizados mais estudos sobre a microbiota de dentes tratados
endodonticamente, sua composi¢do e suscetibilidade a substincias medicamentosas

utilizadas no tratamento, com o objetivo de elevar os indices de sucesso.
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O USO DE ANTIBIOTICOS SISTEMICOS COMG COMPLEMENTO A
TERAPEUTICA DE CASOS DE INSUCESSOS ENDODONTICOS

A razio para o uso de antibidticos sistémicos se baseia em cinco fatores: indicagio
apropriada, habilidade da droga de alcancar o sitio de infecgdo em concentragSes
adequadas, eficacia da droga contra os microrganismos, efeitos adversos minimos ao

paciente, e estado do sistema imune do paciente (WALKER, 1992; GRAD, 1997).

O uso de antibidticos por via sistémica, nos casos de infecgdes endodénticas, esta
indicado apenas quando infecgdes periapicais agudas apresentam sinais de disseminacio do
processo infeccioso, ou sinais e sintomas de ordem sistémica (ABBOTT er al., 1990;

GRAD, 1997; ANDRADE, 1999).

Infecgdes cronicas geralmente ndo requerem terapia antibidtica, exceto durante uma
exarcebacdo aguda (ABBOTT er al, 1990). Os autores explicam que lesdes periapicais
crOnicas estdo associadas a dentes com polpas necrosadas ou com tratamento endodéntico
prévio, que ndo possuem suprimento sanguineo. Logo, quando um antibidtico €
administrado por via sistémica, a concentracdo de antibidtico que alcanga o local de
infec¢io, ou seja, o canal radicular, ¢ insignificante e insuficiente para inibir o crescimento

bacteriano.

Embora antibidticos de uso sistémico nao sejam normalmente utilizados no
tratamento de lesoes periapicals crénicas, em pacientes com risco de desenvolvimento de
endocardite bacteriana eles se tornam wum importante complemento a terapéutica
endodéntica, sendo utilizados em regimes profilaticos (ABBOTT er al., 1990; GRAD,
1997).

DEBELIAN er al. (1995), com o objetivo de estudar a bacteremia associada ao
tratamento endoddntico, realizaram coletas microbioldgicas de 26 canais radiculares

associados a periodontites apicais cronicas antes da instrumentacdo, e coletas sanguineas



durante e 10 minutos apods a instrumentacdo endoddntica. Microrganismos anaerobios
foram isolados de todos os canais radiculares e de 11 coletas sangunineas. As espécies
microbianas 1soladas da corrente sanguinea foram: Propionibacterium acnes,
Peptostreptococcus  prevotii,  Fusobacterium  nucleatum,  Prevotella  intermedia,
Saccharomyces cerevisiae, Actinomyces israelii, Streplococcus intermedius e Streptococcus
sanguis. Testes bioquimicos e antibiogramas revelaram que os isolados dos canais
radiculares e do sangue tinham o mesmo padrio. Os resultados demonstraram que os

microrganismos encontrados no sangue tinham como fonte o canal radicular.

Em pacientes de risco, a profilaxia antibidtica ¢ recomendada nos seguintes
procedimentos endoddnticos, de acordo com as recomendacdes preconizadas pela American
Heart Association: instrumentacdo (além do apice dental); cirurgia perirradicular e

reimplante de dentes avulsionados (DAJANI er ¢/, 1997, ANDRADE ef al., 1998).

ABBOTT et al. (1990) advertem que, devido a dificuldade de garantir que toda a
instrumentacdo vai estar confinada no interior do canal radicular, a profilaxia antibidtica

deve ser recomendada para todos os pacientes de risco, durante a terapéutica endodéntica.

As condicOes cardiacas mais associadas a endocardite bacteriana sdo classificadas
de acordo com a American Heart Association, em condicbes de alto risco e risco moderado.
As condi¢Oes cardiacas consideradas de alto risco sdo: valvulas cardiacas protéticas;
endocardite bacteriana prévia; condutos pulmonares sistémicos construidos cirurgicamente;
e doengas cardiacas cianoticas complexas, como estados ventriculares simples, transposi¢ao
de grandes arténas e tetralogia de Fallot. As de risco moderado, compreendem: a maioria
das malformacdes cardiacas congénitas; disfuncio valvular adquirida; cardiomiopatia
hipertrofica; prolapso da valvula mitral com regurgitagdo valvular e/ou espessamentro dos
folhetos valvulares. Em ambas condi¢des, recomenda-se o regime antimicrobiano
profilatico para prevencio da endocardite bacteriana (DAJANI ef al., 1997; ANDRADE er
al., 1998).



Para o uso correto da profilaxia antibiodtica, um dos principios basicos é o

conhecimento dos principals microrganismos causadores da infeccdo e sua suscetibilidade

antimicrobiana (GRAD, 1997).

Streptococcus viridans (estreptococos o-hemoliticos) ainda sio considerados como
a causa mais comum de endocardite infecciosa apds certas intervencdes odontologicas, do

trato respiratorio superior e do esdfago (DAJANI er al., 1997; ANDRADE et al., 1998).

Segundo ROSAN (1997), Streprococcus viridans ¢ uma designacio errdnea, porém
utilizada até atualmente em alguns artigos. Anteriormente estreptococos eram classificados
em trés categorias de acordo corn a presenca ou auséncia de hemolise no meio de cultura: 1)
estreptococos (-hemoliticos eram aqueles que provocavam uma lise incompleta das células
vermethas do sangue, dando um aspecto esverdeado no meio de cultura, sendo portanto
denominados Streptococcus viridans; 2) estreptococos -hemoliticos eram os que
produziam uma hemolise completa, identificada no meio de dgar sangue como uma zona
clara ao redor das colonias bacterianas, ¢ foram denominados Streptococcus hemolyticus; e
3) y-hemoliticos, eram os que nio produziam hemolise. Atualmente os estreptococos O~
hemoliticos ou Streptococcus viridans sdo divididos em uma variedade de espécies: grupo
dos Streptococcus sanguis (S. sanguis, S. parasanguis, S. oralis, S. gordonii), grupo dos
Streptococcus milleri (S. anginosus, S. constellatus, S. intermedius), Streptococcus mitis,

Streptococcus mutans, Sireptococcus pneumoniae, Streptococcus vestibularis, e S.

salivarius (GOMES, 1995).

NORD & HEIMDAHL (1990) explicaram que a producfo de dextrano, um
polissacarideo extra-celular, pelos S. mutans e S. sanguis, facilita a adesdo na superficie do

endocardio, constituindo um fator de viruléncia na patogenicidade da endocardite.

Bactérias anaerdbias sdo consideradas causas incomuns, porém importantes, da
endocardite infecciosa (NORD, 1982). Entretanto, estudos t¢ém demonstrado um aumento

na incidéncia de bacteremia por bactérias anaerdbias apds procedimentos dentais



(DEBELIAN er al., 1992, 1995; SAPICO & SARMA, 1982; SAPICO & ALDRIDGE,
1993). Segundo DEBELIAN er al. (1994), isso se deve & melhoria das técnicas

microbiologicas.

O regime profilatico padr@o recomendado pela American Heart Association consiste
em uma unmica dose de amoxicilina, por via oral. Os antibidticos amoxicilina, ampicilina e
penicilina sd3o igualmente efetivos, in vitro, contra 0s estreptococos C-hemoliticos;
entretanto, a amoxicilina € recomendada porque ¢é melhor absorvida pelo trato
gastrintestinal, proporcionando nivels séricos matores € mais duradouros. A dose
recomendada ¢ de 2,0 g, para ser admimistrada 1 hora antes dos procedimentos dentais

(DAJANl er al., 1997, ANDRADE et al., 1998).

Pacientes alergicos as penicilinas (amoxicilina, ampicilina ou penicilina) devem ser
tratados com regimes alternativos. A clindamicina ¢ uma opg¢do recomendada, administrada
por via oral, 1 hora antes do procedimento, em uma dose de 600 mg. Azitromicina ou
claritromicina também s3o agentes alternativos para os pacientes alérgicos as penicilinas
(DAJANI et al., 1997). Essas drogas sao relacionadas quimicamente a eritromicina, mas
possuemn um nivel sérico maior € mais prolongado, um espectro antibacteriano mais amplo,
e causam menos efeitos adversos no trato gastrintestinal, quando comparados a eritromicina

(CHAMBERS & SANDE, 1995; ANDRADE, 1999).

Segundo DAJANI et al. (1997), a eritromicina ndo estd mais incluida nas novas
recomendacdes devido a efeitos adversos no trato gastrintestinal e a farmacocinética

complicada das varias formulagdes.

Cefalexina ou cefadroxil sfo cefalosporinas, e estdo indicadas pelo protocolo da
American Heart Association, como uma droga alternativa para pacientes alérgicos as
penicilinas, desde de que os mesmos nio apresentem historia de reagdes alérgicas imediatas
as penicilinas (urticdria, angioedema e anafilaxia) (DAJANI er al., 1997). Segundo GRAD

(1997), devido a possibilidade dos pacientes alérgicos as penicilinas apresentarem
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sensibilidade cruzada e desenvolverem reacdes alérgicas as cefalosporinas e devido a
existéncia de outras op¢des de profilaxia antibidtica, em pacientes alérgicos as penicilinas,
as cefalosporinas so devem ser consideradas se o paciente ndo poder tomar clindamicina,

azitromicina ou clartromicina.

Para pacientes incapazes de fazer uso da droga por via oral, é recomendada a
ampicilina por via intra-muscular ou intra-venosa, 30 minutos antes dos procedimentos. Em

individuos alérgicos as penicilinas, a clindamicina ou a cefazolina estdo recomendadas

(DAJANI et al., 1997).

ANTIBIOTICOS: MECANISMO DE ACAO E RESISTENCIA

(O uso indiscriminado dos antibidticos tem levado ao aparecimento de bactérias
resistentes aos antimicrobianos (TOMASZ, 1994). O mecanismo de resisténcia resulta de
alteragOes fisiologicas ou estruturais da célula bacteriana, que representa uma estratégia de

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

HARRISON (1999) alertou para o problema do surgimento de infeccdes resistentes
aos antibiéticos atualmente disponiveis, que nido respondem ao tratamento. FORBES ef al.
(1998) relataramn que existiam espécies de Enterococcus spp. e Pseudomonas aureginosa
para as quais ndo havia terapia antibiotica eficaz. ROTIMI et al. (1999), em seu estudo,
encontraram espécies de Bactercides spp. multi-resistentes a drogas comumente utilizadas

para tratar infec¢des anaerobias.

WALTON & CHIAPPINELLI (1993) condenaram a pratica comum de muitos
dentistas de prescreverem antibidticos aos pacientes ap0s procedimentos endoddnticos,
alegando que ndo ha evidéncia de que o antibiético reduza a dor ou acelere o processo de

cura.
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O wuso indiscriminado de antibidticos pelo dentista deve ser desencorajado,
prevenindo um efeito a longo prazo sobre uma populagdo inteira, especialmente no que diz

respeito ao desenvolvimento da resisténcia bacteriana (ABBOTT et al., 1990).

Penicilinas

As penicilinas, como um grupo, si0 os agentes antimicrobianos mais
freqiientemente utilizados, e constituem a primeira op¢do como coadjuvante no tratamento
das infeccOes odontologicas leves ou moderadamente severas, e na prevencdo da
endocardite bacteriana (GREENBERG ez al., 1979; MOENNING ef al., 1989; ABBOTT
et al., 1990; BAKER & FOTOS, 1994; SANDS er al., 1995; ANDRADE, 1999).

As penicilinas sdo compostos naturais ou semi-sintéticos, com propriedades
diferentes no que diz respeito a sua agao antimicrobiana, podendo apresentar pequeno ou

largo espectro de acdo biologica (WALKER, 1992; ANDRADE, 1999).

As penicilinas naturais s8o também conhecidas por benzilpenicilinas ou penicilina G, ¢
sdo consideradas de pequeno espectro de ag¢8o. atuando principalmente sobre os segunites
microrganismos (ANDRADE, 1999):
a) Cocos anaercbios facultativos Gram-positivos: Streptococcus, Enterococcus e
Staphylococcus nao produtores de beta-lactamases.

b) Cocos aerdbios Gram-negativos: Neisseria

c) Anaerobios Gram-positivos:  Actinomyces, Eubacterium,  Bifidobacterium,
Peptococcus € Peptostreptococcus.

d) Anaerdbios Gram-negativos: Fusobacterium nucleatum, Veillonella,
Porphyromonas, Prevotella e algumas espécies de Bacteroides (raramente atinge o
Bacteroides fragilis). As penicilinas naturais ndo agem contra especies produtoras

de beta-lactamases.
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As penicilinas naturais sdo inativadas pelo suco gastrico, devendo ser administradas por
vias parenterais, ou seja, intramuscular ou intravenosa. A fenoximetilpenicilina potassica ou
penicilina V sdo penicilinas semi-sintéticas resistentes ao acido gastrico, e permitem a
administracio do antibiotico por via oral. Seu espectro de acdo é idéntico ao das penicilinas
G, porém sua melhor absorcdo oral resulta em uma maior aplicagio clinica (WALKER,

1992: ANDRADE, 1999).

A ampicilina e a amoxicilina sdo classificadas como penicilinas semi-sintéticas de
espectro de acdo estendido, por inibir a2 aioria das bacténias sensiveis as penicilinas Ge V,
e apresentar acdo adicional contra bactérias Gram-negativas, especialmente espécies de
Escherichia coli, Salmonella, Shigella e Proteus mirabilis (MOENNING er al., 1989;
WALKER, 1992; BAKER & FOTOS, 1994).

Apesar de possuirem 0 mesmo espectro de agdo, a ampicilina e a amoxicilina diferem
quanto as suas caracteristicas farmacologicas. A amoxicilina apresenta uma melhor
absor¢io estomacal quando comparado a ampicilina apbs administracio por via oral.
Utilizando doses orais semelhantes, a amoxicilina atinge aproximadamente o dobro da

concentracio da ampicilina no sangue € nos tecidos (WALKER, 1992; ANDRADE, 1999).

DAJANI et al. (1994) observaram, apds a administrag@o por via oral de uma tnica dose
de 2g de amoxicilina, os picos plasmaticos da droga apos 1, 2, 4 ¢ 6 horas, ¢ encontraram,
respectivamente, 9,0; 14,5; 10,7 e 3,7 pg/ml.. Os autores relataram que as concentragdes
obtidas eram maiores do que as concentragles necessarias para impedir o crescimento da

maioria dos estreptococos da cavidade oral.
Devido 4 alta concentrac@o e a nivels prolongados da droga no sangue, a amoxicilina &

o agente de escolha para a profilaxia antibidtica em pacientes com risco de

desenvolvimento da endocardite bacteriana (DAJANI e al., 1997).
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As penicilinas fazem parte do grupo dos antibidticos beta-lactamicos, devido a presenca
de um anel beta-lactamico em sua estrutura quimica. Esses compostos possuem acio
bactericida, ¢ agem inibindo a sintese da parede celular (WALKER, 1992; ANDRADE
1999).

FORBES erf al. {(1998), explicando o mecanismo de aclo das penicilinas, relatam que o
anel beta-lactdmico é a chave do modo de agio dessas drogas, pois se ligam a enzimas
envolvidas no processo de sintese da parede celular, inativando-as. Um dos principais
componentes dessa parede é a camada de peptideoglicano, cuja sintese ocorre em diversos
estagios. Somente a ultima fase ocorre no exterior da membrana citoplasmatica, e
corresponde & polimerizacdo dos aminoacidos para formacdo de cadeias lineares, as quais
vao se unir, atraves do processo denominado transpeptidacfo, para formar a estrutura
protéica final. Esse processo exige a participacio de diversas enzimas. Evidéncias indicam
que os antibioticos beta-lactdmicos inativam o processo de transpeptidacio por ter afinidade
de ligacdo com essas enzimas, 0 que resulta em uma auséncia de ligagio entre as cadeias de
peptideoglicana ¢ uma falta de resisténcia a tensdo, acarretando a ruptura da célula

bacteriana por pressio osmotica.

O principal mecanismo de resisténcia de bactérias s penicilinas € a producio de beta-
lactamases pelas céhulas bacterianas. As beta-lactamases sio enzimas que tém a propriedade
de destruir o anel beta-lactdmico de algumas penicilinas, e a estrutura alterada da droga nio
permite a ligagdo com as enzimas responsaveis pela sintese da parede celular, impedindo

sua agdo bactericida (WALKER, 1992; FORBES er al., 1998; ANDRADE, 1999).

Staphylococcus sdo as bactérias Gram-positivas que mais comumente produzem beta-
lactamases, inativando as penicilinas (FORBES ef g/, 1998). Varias alteracOes na estrutura
dos agentes beta-lactimicos tém sido desenvolvidas para proteger o anel beta-lactimico
contra a hidrélise enzimadtica, awmentando a eficacia do antibidtico nos microrganismos
produtores de beta-lactamases. As isoxazolil-penicilinas, que comprendem a oxacilina e

dicloxacilina, sdo antibidticos de pequeno espectro, resistentes as beta-lactamases,
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indicados quase exclusivamente em infeccdes estafilococicas (WALKER, 1992; FORBES
et al., 1998; ANDRADE, 1999). Como os Staphviococcus ndo constituem os patdgenos
primarios das infecgbes odontogénicas, essa droga nio estd indicada na maioria dos casos

(MOENNING er al., 1989).

Entre as bactérias anaerdbias, a producio de beta-lactamases também constitii ©
principal mecanismo de resisténcia aos antibidticos beta-lactimicos (RASMUSSEN et al,,
1993). Espécies de Bacteroides fragilis produzem beta-lactamases em 96% a 100% dos
casos (JACOBS et al., 1990).

Segundo JOHNSON (1993), em uma revisdo da literatura sobre a suscetibilidade de
bactérias anaerObias a antibidticos beta-lactimicos nos Estados Unidos, o nimero de
espécies bacterianas capazes de produzir beta-lactamases tem aumentado no decorrer dos
anos. Espécies pertencentes aos géneros Bacteroides (outras espécies além dos Bacteroides
fragilis), Prevotella, Porphyromonas e Fusobacterium tém demonstrado resisténcia aos

antibidticos beta-lactamicos.

Espécies dos géneros Prevotella e Porphyromonas que correspodem aos bacilos
anaerobios produtores de pigmentos negros eram anteriormente incluidas no género
Bacteroides, denominadas “black-pigmented Bacteroides”. Estas espécies foram
subseqiientemente divididas, sendo as espécies pigmentadas de negro assacaroliticas
classificadas dentro do género Porphyromonas e as espécies sacaroliticas dentro do género
Prevotella. As espécies do género Porphyromonas mais freqiientemente isoladas das
infecgdes endodonticas sdo: P. asaccharolytica, P. endodonialis e P. gingivalis. As
espécies pigmentadas do género Prevotella mais isoladas dos canais radiculares infectados
compreendem: P. corporis, P. denticola, P. intermedia, P. loescheii, P. melaninogenica, e
P. nigrescens (SUNDQVIST, 1994; GOMES, 1995). Entre as espécies ndo-pigmentadas do
género Prevotella, foram isolados dos canais radiculares espécies de: P. bivia, P. huccae, P.

buccalis, P. disiens, P. oralis, P. oris, P. oulora, P. veroralis (GOMES, 1993).
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Uma estratégia terapéutica € a associacao de substancias inibidoras das beta-lactamases
as penicilinas. O clavulanato de potassio, sal potassico do acido clavulanico, exerce uma
acdo inibitoria das beta-lactamases, se unido irreversivelmente a estas enzimas €
inativando-as, tornando o microrganismo sensivel as penicilinas que normalmente eram
suscetiveis & acao das beta-lactamases, estendendo assim de forma efetiva o espectro de
acio antibidtica das penicilinas (WALKER, 1992; FORBES et al., 1998; ANDRADE,
1999).

APPELBAUM et ol (1990) estudaram a producdo de beta-lactamases ¢ a
suscetibilidade antimicrobiana a diversos antibidticos de 320 espécies do género
Bacteroides nio pertencentes ao grupo dos B. fragilis (neste estudo os autores incluem
nesse grupo espécies de “black-pigmented Bacteroides”, atualmente denominados de
Prevotella e Porphyromonas) e 129 espécies bacterianas do género Fusobacterium, em 28
centros dos Estados Umnidos. Os autores relataram que 64,7% das espécies do género
Bacteroides ¢ 41,1% do Fusobacterium eram beta-lactamases positivas. Neste estudo, o
acido clavuldnico aumentou significantemente a atividade antimicrobiana da amoxicilina.
Enquanto somente 45,9% das espécies produtoras de beta-lactamases foram suscetivels in
vitro 4 amoxicilina sozinha, 90,4% foram suscetiveis a associa¢do da amoxicilina ao acido
clavulanico. Os autores concluiram que embora a resisténcia as penicilinas tenha
aumentado entre espécies estudadas, as penicilinas associadas a inibidores de beta-
lactamases (amoxicilina + acido clavuldnico) continuam altamente efetivas contra essas

bactérias.

CULLMANN er al. (1993) investigaram a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias
anaerdbias pertencentes aos géneros Bacteroides (incluindo Bacteroides fragilis),
Prevotella, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Clostridium, Actinomyces,
Propionibacterium, e Veillonella, utilizando diversos antibioticos. Os resultados
demonstraram que as espécies de Bacteroides foram as mais resistentes, € 0 composto mais

ativo contra as bactérias isoladas fo1 a combinacdo das penicilinas com inibidores de beta-
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lactamases. As bactérias Gram-positivas foram amplamente sensivels a maioria dos

antibiéticos testados.

Segundo FORBES ez al. (1998) outro mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-
negativas aos antibidticos beta-lactimicos ¢ a diminui¢do de absorgdo da droga pela célula
bacteriana. Esse mecanismo nao & possivel nas bactérias Gram-positivas, pois o antibiotico
alcanca diretamente as enzimas para impedir a sintese da parede celular. As bactérias Gram-
negativas porém, possuem uma membrana externa que cobre a parede celular, pela qual o
antibidtico vai ter que passar para atingir o seu alvo. Mudangas no nimero e caracteristicas
dos poros da membrana externa podem reduzir a entrada do antibiotico e contribuir para a
resisténeia. Esse mecanismo, associado d presenca de beta-lactamases no espago
periplasmatico, podem resultar em niveis clinicamente relevantes de resisténcia das

bactérias Gram-negativas.

A resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos também pode ser adquirida quando as
bactérias alteram o alvo onde antibidtico vai agir. Nesse mecanismo, o MmiCrorganismo
muda, ou adquire de outro microrganismo, os genes que codificam as enzimas responsaveis
pela sintese da parede celular. Essas novas enzimas, derivadas de mutagdes genéticas,
continuam sua fun¢io mesmo na presencga do antibidtico beta-lactamico, geralmente porque

esses ndo apresentam afinidade suficiente por essas enzimas (FORBES et al., 1998).

Esse ¢ 0 mecanismo pelo qual espécies de Staphylococcus podem apresentar resisténcia
as penicilinas (ao grupo das penicilinas resistentes as beta-lactamases) e a outros agentes
beta-lactimicos. Esse mecanismo também € responsavel pela resisténcia aos  beta-
lactimicos observadas entre espécies de Enterococcus € algumas espécies de Streprococcus

pneumoniae € estreptococos viridans (FORBES et al., 1998).
Segundo 0 Conselho de Assuntos Cientificos da ADA (dmerican Dental Association),

em sua reunido em 1997, a resisténcia aos antibidticos tem aumentado em uma taxa

alarmante. A resisténcia a penicilina de Sweptococcus pneumoniae tem crescido de

47



praticamente zero, ha poucos anos atras, a 25% a 60% de todas espécies isoladas. Essa

resisténcia a penicilina tem aumentado também entre espécies de estreptococos viridans.

HUNT & MEYER (1983) coletaram espécimes de infecgdes odontogénicas no periodo
de 1978 a 1981, e constataram que, em contraste com os resultados de 1978, onde ndo foi
encontrada nenhuma espécie de estreptococos viridans resistente a penicilina, as ultimas
espécies isoladas no estudo apresentaram resisténcia a penicilina em aproximadamente 15%

dos casos.

Estreptococos viridans requerem teste de suscetibilidade antimicrobiana gquando
implicam em risco de endocardites (FORBES et al, 1998). PARILLO ef al. (1979)
relataram dois casos em que estreptococos viridans resistentes as penicilinas produziram

endocardites em pacientes que receberam o regime profilatico com estas drogas.

Estreptococos resistentes as penicilinas podem estar presentes na cavidade oral de
pacientes que fazem uso constante das pencilinas, como nos casos de prevencio da febre
reumatica aguda. De acordo com as recomendacdes da American Heart Association, nessas
situagOes deve-se selecionar uma droga de um outro grupo, como a chndamicina,
azitromicina ou a claritromicina para a profilaxia da endocardite bacteriana (DAJANI et al.,

1997, ANDRADE et af., 1998).

Lincosaminas

A clindamicina € a unica droga do grupo das lincosaminas que possui indicagdo na
odontologia e constitui um dos antibidticos mais eficazes contra infecgdes odontogénicas
sérias (MOENNING et al., 1989; BAKER & FOTOS, 1994; GRAD 1997; ANDRADE,
1999).

Essa droga ¢ ativa contra a maioria das bactérias Gram-positivas, abrangendo

espécies anaerdbias e facultativas, inclusive o Staphviococcus aureus € outras especies
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produtoras de beta-lactamases. A chindamicina ¢ particularmente ativa contra quase todos
anaerObios Gram-negativos, incluinde o Bacteroides fragilis (WALKER, 1992; MOENNIG
et al., 1989; SANDS er al, 1995; ANDRADE, 1999). As bactérias Gram-negativas
aerdbias ndo sdo sensiveis a clindamicina (WALKER, 1962; CHAMBERS & SANDE,
1995)

O grupo das lincosaminas atua na sintese protéica, dificultando a tradugfo da
informacio genética que permite essa sintese. Todas as reagdes quimicas que ocorrem na
célula sdo catalisadas por enzimas especificas. Essas enzimas s30 proteinas cuja estrutura €
determinada pela informagdo contida no DNA do microrganismo, que vai ser convertida,
através do processo de traducdo genética, em uma proteina funcional. Esses antibioticos
inibem a sintese protéica fixando-se a subunidade 508 dos ribossomos, impedindo a ligacio
do t-RNA (acido ribonucléico-transportador). Essas drogas sdo bacteriostaticas, ou seja,

impedem o crescimento ¢ a reprodugdo bacteriana (WALKER, 1992; ANDRADE, 1999).

Devido ao seu uso estar associado a efeitos adversos sérios, como a colite
pseudomembranosa (GILL & PALLASCH, 1981), a clindamicina deve ser reservada para
as infecgdes odontogénicas graves, anaerobias, que nao responderam adequadamente aos
antibioticos de pnmeira escolha, normalmente as penicilinas (WALKER,1992;
ANDRADE, 1999). Segundo MOENNING er al. (1989) e BAKER & FOTOS (1994),
devido ao fato da clindamicina ter seu uso limitado, essa droga continua efetiva contra a

maioria dos microganismos envolvidos nas infecgdes odontogénicas.

APPELBAUM et ol (1992), analisando a suscetibilidade de 540 bacilos Gram-
negativos anaerdbios, relataram que a clindamicina foi ativa contra 98% das espécies

testadas.
CULLMANN er al. (1993) investigando a suscetibilidade antimicrobiana de

diversas bactérias anaerobias a diferentes agentes, relataram que, dentre os antibidticos ndo

beta-lactimicos, a clindamicina foi o composto mais ativo. Essa droga também se mostrou
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eficaz contra os Bacteroides spp., que foram consideradas, no estudo, as espécies mais

resistentes aos agentes antibacterianos.

WEXLER et al. (1991) estudando in vitro a atividade da clindamicina, entre outros
antibioticos, contra as bactérias anaerdbias, encontraram espécies de  Bacteroides,
Clostridium e Peptostreptococcus resistentes. APPELBAUM et al. (1992) alertaram que,
nos Estados Unidos, a resisténcia 4 clindamicina estd comecando a surgir devido ao uso

hospitalar generalizado desse composto.

FORBES er al. (1998) explicam que o mecanismo de resisténeia bacteriana a esse
composto pode ser mediado por alteracio genética no sitio de ligacido da subunidade 530S
dos ribossomos, fazendo com que a clindamicina ndo se ligue a eles, ndo inibindo assim, a
sintese da proteina. Outro mecanismo de acho, citado pelos autores, é a diminui¢io da
absorcdo da droga, que também pode ser auxihiado por um sistema de refluxo que certas
bactérias possuem, no qual elas devolvem o antibidtico para fora da célula, diminuindo sua

concentracdo intracehular e impedindo assim seu efeito.

WALKER (1992) e CHAMBERS & SANDE (1995) relatam que microrganismos
resistentes a clindamicina fregiientemente apresentam resisténcia-cruzada com 0s

macrolideos. Entretanto as espécies resistentes a eritromicina ndo sdo necessariamente

resistentes a clindamicina.

Macrolideos

Os macrolideos sdo um grupo de antibidticos que possuem em comum, na sua
estrutura quimica um anel lactonico de 15 atomos. Este grupo inclui a eritromicina e outras
drogas relacionadas quimicamente com a eritromicina, como a claritromicina e
roxitromicina (ANDRADE, 1999). A azitromicina difere dessas drogas pela a inser¢do de
apenas um atomo de nitrogénio no anel lactdnico de 15 4tomos, o que parece conferir a essa

droga mudancas em algumas caracteristicas farmacocinéticas, como uma meia-vida

56



plasmatica biologica bastante prolongada nos tecidos, e um maior espectro de agdo

(CHAMBERS & SANDE, 1995; ANDRADE, 1999).

Os macrolideos sao bacteriostaticos, ¢ agem inibindo a sintese protéica bacteriana,
através da ligacdo as subunidades 50S dos nibossomos (WALKER, 1992; ANDRADE,
1999},

A eritromicina apresenta espectro de acglo similar ao das penicilinas G e V, com
acio contra a maioria dos cocos Gram-positivos ¢ a maioria das bactérias anaerébias orais
{(MOENNING et al., 1989; SANDS er al., 1995). Porém, muitas bactérias anaerdbias e
aerdbias tém desenvolvido resisténcia a essa droga (BAKER et al., 1985; CULLMANN et
al., 1993).

A maioria das bactértas Gram-negativas apresenta resisténcia intrinseca a
eritromicina devido a sua incapacidade de penetrar o complexo membrana externa ¢ parede
celular. A resisténcia adquirida pode ser mediada por plasmideos que codificam uma
alteracio no sitio de ligacdo na subunidade 50S ou por enzimas que inativam a eritromicina

(WALKER, 1992).

BAKER ef «l. (1985) isolaram 139 amostras bacterianas da cavidade oral,
anaerdbias estritas e facultativas, e testaram a suscetibilidade bacteriana a diversos
antibidticos. Os resultados demonstraram que praticamente todos os grupos bacterianos
continham espécies resistentes a eritromicina, compreendendo espécies de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Bacteroides oralis, Campylobacter spp., Eikenella corrodens,

Fusobacterium nucleatum e Veillonella parvula.
CULLMANN et al. (1993), em seu estudo da suscetibilidade antimicrobiana de

bactérias anaerObias, relataram que a entromicina ndo foi eficaz contra 0s patdgenos

anaerébios Gram-negativos, nao sendo eficaz contra Bacteroides spp. € Fusobacterium spp.
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Os autores mostraram que até mesmo algumas espécies Gram-positivas apresentavam

resisténcia, entre elas Pepiostreptococcus spp. e Propionibacterium spp.

HUNT e al. (1978) relataram que aproximadamente 50% das espécies de

Streptococcus € Staphylococcus isoladas de infecgdes orals eram Tesistentes a entromicina.

Segundo CHAMBERS & SANDE (1995), embora nfo sejam comuns a todas as
localidades, as espécies de Sirepfococcus resistentes a eritromicina parecem estar

aumentando, ¢ freqlientemente tambeém apresentam resisténcia a clindamicina.

A azitromicina devido a sua diferenca estrutural, apresenta um espectro de acio
aumentado gquando comparado a eritromicina  {CHAMBERS & SANDE, 1995;
ANDRADE, 1999). Segundo FASS (1993), a azitromicina se apresenta mais ativa contra
espécies Gram-negativas, como Haemophilus influenzae € Fusobacterium spp., € alguns
bacilos Gram-negativos entéricos, o que presumivelmente se deve a uma melhor penetrac3o
da droga através da membrana externa e parede celular. Porém, segundo o autor, a
azitromicina é menos atlva que a eritromicina contra os organismos Gram-positivos,
especialmente Streptococcus spp. € Enterococcus spp. As duas drogas apresentam atividade
equivalente contra Staphylococcus spp. e bactérias anaerobias Gram-positivas. O autor
verificou que embora a atividade antibacteriana dessas duas drogas variasse entre
microrganismos, como regra geral, os microrganismos que eram relativamente suscetiveis a
um eram suscetiveis ao outro, assim cOmo MmICrorganismos resistentes a um, também
apresentavam resisténcia-cruzada ao outro; com exce¢fo do Fusobacterium, que se mostrou

suscetivel somente a azitromicina.

PETERS e «l. (1992), em uma revisio da hteratura sobre a atividade
antimicrobiana da azitromicina e de outros macrolideos, relataram que embora a
azitromicina apresentasse mmenor atividade do que a eritromicina in Vvifro contra 0s
microrganismos Gram-positivos, clinicamente, as concentragbes da azitromicina nos

tecidos eram superiores as da eritromicina. Apds a administracio oral, as concentra¢des



sanguineas da azitromicina sdo menores que a eritromicina, porém isso reflete a rapida
movimentacdo da droga da circulac@o para os compartimentos intracelulares, resultando em
uma maior concentracao tissular do que a comumente vista com a eritromicina. Entretanto,
a desvantagem potencial da baixa concentracfo sanguinea da azitromicina esta relacionada
a bacteremia que pode ocorrer em pacientes que estio comprometidos severamente.
Contudo, a concentragdo tissular € mais importante que a sérica para o tratamento de

doencas do trato respiratorio e outras infecgdes (PETERS ez al., 1992).

Segundo ANDRADE (1999), ainda ndo existe um nimero suficiente de trabalhos na
area odontologica, que permita avaliar a relagdo risco/beneficio da azitromicina no

tratamento das Infecctes odontolégicas.

TESTES DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Muitas bactérias, clinicamente importantes, sdo capazes de adquirir e expressar
resisténcia a agentes antimicrobianos comumente usados para tratar mfecgdes, 0 que torna
necessario, em determinadas situacdes, a realizacio de testes laboratoriais para detectar a
resisténcia ou suscetibilidade antimicrobiana desses microrganismos (FINEGOLD er al.
1988; CULLMAN et al. 1993; van STEENBERGEN er al. 1993; ROSENBLATT &
BROOK 1993; WEXLER 1993; BARNARD et al. 1996; FORBES er a/.,1998).

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana estdo indicados, de acordo com o
National Commitee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS, nas seguintes situacdes:
determinacio do padrdo de suscetibilidade dos microrganismos a novos agentes
antimicrobianos; monitoramento periddico dos padroes de suscetibilidade de bactérias
dentro de uma area geografica ou centro de satide; auxilio ao tratamento de pacientes em
casos de fracassos de terapfutica ou infeccdes persistentes, em casos da presenca de uma
espécie resistente aos agentes antimicrobianos comumente utilizados, na auséncia de uma
terapéutica comprovada para uma infeccdo em particular ¢ da severidade da infecciio

(FINEGOLD et al., 1988).
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Testes de suscetibilidade geralmente consistem na avaliac3o da atividade direta do
agente antimicrobiano sobre a bactéria, que sdo colocados juntos em um mesmo meijo in
vitro para verificar a viabilidade da bactéria na presenga de um determinado medicamento
em uma determinada concentracio (FORBES et al., 1998). Os métodos mais utilizados sio
os testes de suscetibilidade convencionals como a dilui¢do em caldo (BARNARD et al.,
1996), a dituicdo em agar (BAKER ez al., 1985; YAMAMOTO er al., 1989) e 0o método da
difusio de discos em agar (ZELDOW & INGLE, 1962); e os testes de suscetibilidade
comercilals, que sdo variacdes dos métodos convencionais de diluicdo (CULLMAN ef al.,
1993) e difusdo (CITRON er al., 1991; NGUI-YEN et af., 1992; OLSSON-LIJEQUEST,
1992: BROWN, 1992; BOLMSTROM, 1993; CONTI, 1997; LE GOFF ef al., 1997; VIGIL
etal., 1997}

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana sdo usados para determinar a
concentracdo de wmn antibidtico necessaria para inibir o crescimento do microrganismo in
vitro. A menor concentracdo da droga capaz de inibir o microrganismo ¢ denorminada de

concentracao imbitdria minima (CIM) (WALKER, 1992).

Baseado nos critérios estabelecidos pelo NCCLS, quando a CIM do medicamento
testado € determinada para uma bactéria em particular, esta pode ser classificada como
suscetivel, suscetibilidade intermediania ou resistente. Esses critérios de interpretacdo sdo
resultados de estudos que comrelacionam a CIM com o nivel sénico atingido para cada
agente antimicrobiano, mecanismos de resisténcia e sucesso da terapia. Portanto, se o
microrganismo ¢ inibido pela concentracdo do agente antimicrobiano que pode ser atingida
no sangue ou tecidos do paciente que toma as doses recomendadas, 0 microrganismo é
suscetivel aguela medicacdo. Se a concentragdo do agente antimicrobiano requerida para
inibigdo de um microrganismo ¢ maior que a obtida no sangue e tecidos durante a terapia, o
microrganismo ¢ resistente. E se a concentragdo inibitoria € igual ou ligeiramente maior do
que aquela normalmente obtida no sangue, 0 microrganismo apresenta uma suscetibilidade

intermediaria & medica¢do (FORBES et al., 1998).



Porém, segundo CHAMBERS & SANDE (1995), os testes de suscetibilidade
antimicrobiana apresentam suas imitacOes, pois a concentragio inibitoria minima (CIM) no

plasma nio reflete a concentragdo do antibiético no sitio de infeccio.

Meétodos laboratoriais para se testar a suscetibilidade antimicrobiana

Método da diluicdo em caldo

Segundo FORBES er al. (1998) no método da diluicdo em caldo, também
denominado microdiluigdo ou macrodiluicido, a bactéria € o agente antimicroblano sao
colocados em um meio de cultura liquido. Cada agente antimicrobiano é testado usando
uma série de concentracdes, comumente expressas em [tg da droga/ml. do caldo; a menor
concentracio que inibe completamente o crescimento bacteriano ¢ denominada
concentracio inibitoria minmima (CIM). O exame do crescimento bacteriano ¢ realizado

através da analise da furbidez do meio.

Uma limitacdo desse método € que ele ndo fornece resultados acurados em bactérias
de crescimento lento, pols periodos de incubacdo prolongados, superiores a 24 horas,
podem permitir a deteniorizag@o do agente antimicrobiano e resultar em uma falso resultado
de resisténcia {FINEGOLD ef al., 1988; ROSENBLATT & BROOK, 1993; WEXLER,
1993; FORBES er al., 1998).

O teste de diluigio em caldo pode se apresentar comercialmente como painéis para
microdiluicdes ja preparados com as diferentes concentra¢des dos antibidticos e formatados
de acordo com as recomendacdes para o método convencional (BARNARD er al., 1996,

WEXLER, 1993; FORBES er a/., 1998).



Mérodo da diluicdo em agar

O teste de dilui¢do em 4gar consiste no preparo de placas contendo meios a base de
agar com diferentes concentragbes de um determinado agente antimicrobiano, nos quais
serdo posteriormente inoculadas bactérias. Apés o periodo de incubacio, as placas sdo
examinadas quanto ao crescimento bacteriano, e a CIM ¢ a menor concentragdo do agente
antimicrobiano no agar que inibe completamente o crescimento visivel de colonias
bacterianas. Para cada diluicio de um determinado antibidtico a ser estudada, serd
necessaria uma placa, o que torna o método caro, trabalhoso e demorado, ndo representando
o método de escolha de muitos laboratoérios clinicos, que precisam testar muitos agentes
antimicrobianos (FINEGOLD er al,, 1988; NGUEIYEN er af., 1992; ROSENBLATT &
BROOK, 1993; WEXLER, 1993; FORBES ef af., 1998).

Meéiodo da difusao em dgar

O método da difusdo em agar consiste no uso de discos de papel ou outros
recipientes contendo uma determinada concentracdo do agente antimicrobiano, que sdo
colocados na superficie de uma placa inoculada com a bacténta. O agente antimicrobiano
difunde e forma um gradiente de concentragdo ao redor do disco e, apds a incubagdo, o
didmetro da zona de inibicio ao redor do disco é medido em milimetros e, obedecendo um
critéric de interpretacdo, classificado em suscetivel, intermedidrio ou resistente. Esse
meétodo é pratico € conveniente para testar varias substincias contra uma bactéria (FORBES

et al., 1998).

Uma das principais desvantagens desse método € ndo determinar a CIM,
impossibilitando conhecimentos mais precisos quanto ao grau de resisténcia ou
suscetibilidade da bactéria. Esse também nio é um método aceitavel para o teste de
microrganismos de crescimento lento (FINEGOLD er af, 1988; ROSENBLATT &
BROOK, 1993; WEXLER, 1993).



Epsilometer test (E-lest)

Um teste de suscetibilidade comercial, que representa uma variagdo do método de
difusdo em agar, o E-test (AB BIODISK, Solna, Suécia), foi desenvolvido combinando a
conveniéncia e praticidade do método do disco com a habilidade de determinar a CIM

(BOLMSTROM, 1993).

O E-test consiste ern uma fita plastica de 50mm de comprimento € 3mm de largura,
que contém em um lado um gradiente de concentracdo de antibidtico, ¢ do outro, uma
escala numérica que indica a concentragao do medicamento. A fita € colocada sobre uma
placa de 4gar, previamente inoculado com a bactéria a ser estudada, propiciando a difusdo
de um gradiente de antibidtico. Apés o periodo de incubacfio, umna zona eliptica de mibicdo
¢ formada; o ponto de intersecio da borda da zona de inibigdo com a escala numérica da
fita, referente A concentracdo da droga, representa a concentrac¢do inibitéria minima (CIM)

(BOLMSTROM 1993)

O E-test constitui um metodo simples de realizar e facil de interpretar para se testar
a suscetibilidade antimicrobiana (CITRON eral., 1991; NGUI-YEN et al., 1992; OLSSON-
LIJEQUEST, 1992; BROWN, 1992; BOLMSTROM, 1993; CONTL 1997; LE GOFF et al,
1997; VIGIL ef ai., 1997). Para a maioria das combinagdes antibiotico-bacténa, a elipse

formada é clara, com a CIM bem definida (CITRON e al., 1991; BOLMSTROM, 1993)

OLSSON-LILJEQUIST (1992) comparou as CIMs determinadas pelo E-test com as
CIMs obtidas pelo método de difusdo em 4dgar de diversos antibidticos em grupos controles
recomendados {American Type Culture Collection — ATCC) ou em grupos com CIMs ja
estabelecidas. Foram estudadas as seguintes espécies bacterianas: Escherichia coli,
Pseudomonas aureginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis € Haemophilus
influenzae. Os resultados demonstraram uma excelente concordancia entre as CIMs obtidas

pelos dois métodos, com uma diferen¢a ndo superior a £ 1 grau de diluigéo.



BROWN (1992) utilizou um grande nimero de espécies bacterianas isoladas
clinicamente, em sua maionia anaerdbias facultativas, para correlacionar os resultados das
CIMs de onze agentes antimicrobianos pelos métodos do E-test e da difusdo em agar. As
CIMs dos dois testes apresentaram uma concordincia de 87,9% (+ 1 grau de dilui¢do). O
autor concluiu que o E-test apresentou boa correlaco com o método da diluicdo em agar
para determinacdo das CIMs para as bactérias estudadas, e ressaltou a versatilidade ¢ a
facilidade do uso do E-test, caracteristicas desejaveis para a rotina de um laboratorio de

microbiologia clinica.

NGUI-YEN et al. (1992) avaliaram a exatiddo e a reprodutibilidade do E-test,
comparando-o ao método da microdilui¢do. Para avaliar a exatiddo do método, foram
utilizadas 208 espécies bacterianas, incluindo os géneros Streptococcus, Enterococcus e
Staphylococcus, onde foi encontrada uma concorddncia entre as CIMs dos dois métodos. O
E-test se mostrou um método confidvel quanto a capacidade de reproduzir os resultados,
quando se repetiu o teste por cinco dias sobre um grupo selecionado de bactérias, e os
mesmos resultados foram obtidos, dentro de um intervalo de * 1 diluicdo. Os autores
concluiram que o E-test constitui um método simples, seguro e capaz de ser reproduzido

para a determinacdo da CIM de organismos Gram-positivos.

O E-test ¢ considerado um método eficaz para a determinacdo da suscetibilidade
antimnicrobiana de bactérias aerObias e anaerdbias facultativas (OLSSON-LILJEQUIST,
1992: BROWN, 1992; NGUI-YEN et g/., 1992). Seu uso também ¢ indicado para testar
suscetibilidade de bactérias anaerdbias estritas (CITRON er al., 1991; NACHNANINI ef
al., 1992: BOLSMTROM, 1993; CONTI, 1997).

Os testes de suscetibilidade das bactérias anaerobias sdo mais desafiantes do que os
das aerobias, em parte, devido ao crescimento lento de algumas espécies anaerdbias

(FINEGOLD et al., 1988; ROSENBLATT & BROOK, 1993, WEXLER, 1993).



As bactérias anaerébias sdo reconhecidamente patégenos significantes, ndo s6 nas
infecgdes  endodonticas (SUNDQVIST et al, 1989; SUNDQVIST 1992ab;
BAUMGARTNER, 1991, 1996; GOMES, 1995; GOMES et al., 1994, 19%6a,b,c), como
em outras infeccdes importantes em vanas areas do corpo (CULLMAN ef gl., 1993;
ROSENBLAT & BROOK, 1993). Ha um problema evidente da crescente resisténcia dos
anaerébios aos agentes antimicrobianos, aumentando a demanda para o teste de
suscetibilidade antimicrobiana; porém ha uma discordincia quanto aos métodos utilizados
para determinar a suscetibilidade antimicrobiana desses microrganismos (FINEGOLD et

al., 1988; ROSENBLATT & BROOK, 1993, WEXLER, 1993).

Dentre os métodos disponiveis para testar a suscetibilidade de bacténias anaerdbias,
nao ha um consenso guanto ao teste que deveria servir como padrio, devido ao problema da
falta de reprodutibilidade do teste e/ou a inabilidade de crescimento das bactérias
anaerdbias estritas em determinados meios (ROSENBLATT & BROOK, 1993; WEXLER,
1993).

Os métodos estandardizados para testar a suscetibilidade de bactérias anaerobias
preconizados pela NCCLS constituem ¢ método da diluicio em dgar e o método da
microdilui¢ao em caldo (FINEGOLD et a/., 1988; WEXLER, 1993). O método da diluicdo
em 4gar ndo € um teste pratico para o uso de um laboratorio clinico, devido ao seu custo
elevado e tempo de trabalho. O método da microdiluicio em caldo seria o mais
conveniente, entretanto algumas bactérias anaerdbias ndo crescem suficientemente bem
nesse sistema (FINEGOLD ez al., 1988; ROSENBLATT & BROOK, 1993; WEXLER,
1993).

O método da difusdo de discos em 4gar foi abolido pela NCCLS para testar a
suscetibilidade de bactérias anaerdbias. BOLMSTROM (1993) explica que os testes de
difusio de discos geralmente ndo s@o aplicados para testar a suscetibilidade de bactérias
anaerébias porque, em sua maioria, elas crescem lentamente e os discos podem formar um

gradiente de antibi6tico ao seu redor em um tempo inferior ao tempo necessario para o seu

59



infcio de crescimento. Uma zona larga de imbicdo pode simplesmente refletir um
crescimento lento e ndo representar realmente a suscetibilidade. Testes baseados em um
gradiente de antibidtico deve ser confidvel somente se esse se manter estavel por um

periodo maior que o tempo critico para o crescimento dos organismos testados.

O método do E-test tem sido avaliado para testar a suscetibilidade de bactérias
anaerdbias estritas, ¢ tem apresentado boa correlagdo com o método estandardizado da
diluicio em agar (CITRON er al, 1991; NACHNANINI e al, 1992; BOLSMTROM,
1993; CONTI, 1997; ROTIMI et al., 1999). Quando transferido para o dgar, o gradiente de
antibidtico do E-test se mantém estavel por no minimo 12 horas, o que cobre o tempo
critico de imicia¢do do crescimento da maioria das bactérias anaerébias (BOLMSTROM,

1993),

CITRON et al (1991) avaliou a correlacdo das CIMs determinadas pelos métodos do
E-test e da diluicdo em agar em 105 espécies bacterianas anaerdbias, 1soladas clinicamente,
Os resultados demonstraram uma concordancia das CIMs dos dois métodos em 87% (£ 1
diluicdo) e em 98% (% 2 dilui¢Ges), apds uma incubac¢io de aproximadamente 20 horas
(overnight). Apos 48 hs, os resultados concordavam em 86% e 97% dos casos
respectivamente. Os autores concluiram que as CIMs obtidas pelo E-test estavam de acordo
com aquelas obtidas pelo método da diluicio em agar, na maioria dos casos, constituindo
um método confiavel para o teste de suscetibilidade tanto de bactérias anaerobias de
crescimento rapido, cujos resultados foram lidos “overnight”, quanto para aquelas de

crescimento mais lento, que apresentaram bons resultados apds 48 horas de incubagio.

BOLMSTROM (1993), avaliando o E-test para o teste de suscetibilidade de
bactérias anaerobias, utilizou cepas controle (American Type Culture Collection — ATCC)
de Bacteroides [ragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Clostridium perfringens e
Eubacterium lentum, ¢ dezesseis antibioticos para comparar as CIMs com o uso do E-test e
do método da diluicdo em agar. Cerca de 90% dos valores das CIMs determinadas com o E-

test e com a diluicdo em agar estavam de acordo, com uma diferenca de = 1 diluigdo. A
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reprodutibilidade dos resultados do E-test foi de 98% (% 1 diluicdo), enquanto o método da
dilui¢do em agar foi de 95% (1 dilui¢do). Os pontos de leitura das CIMs do E-test eram
geralmente bem definidos e reproduziveis. A autora focou nesse trabalho detalhes técnicos
do método do E-test, comparando diferentes meios, diferentes inoculos, e tempo de leitura
apos 24 e 48 horas. Os metos testados foram: diferentes marcas de Wilkens-Chalgren Agar;
Brucella Agar mais 5% de sangue de carneiro desfibrinado, 1% de vitamina K e 0,5% de
hemina; Schaedler Agar (Unipath) mais 5% de sangue; e meio para suscetibilidade
antimicrobiana PDM (AB BIODISK) mais 5% de sangue. Duas concentra¢des de moculo
bacteriano, correspondente ao padrao McFarland 0.5 e 1, foram testadas em paralelo.
Brucella Agar com sangue suplementado com vitamina K e hemina apresentaram um bom
crescimento e forneceram os resultados das CIMs mais consistentes. A suspensdo com
padrdo McFarland 1 para o E-test forneceu resultados mais proximos ao do procedimento
estandardizado da diluicio em Adgar. As leituras realizadas com 24 e 48 horas foram

equivalentes quando a densidade do in6culo estava correta.

LE GOFF er al. (1997) utilizaram o E-test para estudar a suscetibilidade
antimicrobiana de bacténias isoladas de polpas necroticas e relataram que de 66 bacténias
anaerobias estritas estudadas, apenas 38 testes deram resultados confidveis apos a lertura no
tempo maximo permitido de 48 horas, usando o meio Brucella Agar + 5% de sangue de
carneiro desfibrinado + 1% de vitamina K + 0,5% de hemina, e uma suspensdo bacteriana
com padrio McFarland 1. Os testes foram lidos apos 24 e 48h de incubacdo, sendo a
segunda leitura idéntica & diluigdo mais proxima. Segundo os autores, embora os resultados
do E-test fossem satisfatorios, a razdo entre o nimero de espécies testadas e o numero de
resultados obtidos era insuficiente, o que confirmava que nenhum método ¢ universaimente
aplicavel para as bactérias anaerébias. Os autores explicaram que algumas bactérias
requerem um periodo de incubagdo superior a 48h, tempo durante o qual as moléculas de

antibidticos poderiam sofrer degradacdo, impedindo uma correta mensuracado.

CONTI (1997) utilizou o E-test para testar a suscetibilidade antimicrobiana de 20

cepas de Prevotella intermedia/Prevotella nigrescens e 19 de Porphyromonas gingivalis
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isoladas da regiao periodontal. Os testes foram realizados em duplicata, utilizando o meto
Brucella Agar + 5% de sangue de carneiro desfibrinado + 1% de vitamina K + 0,5% de
hemina e uma suspensdo com padrao McFarland 1, e os resultados foram lidos apds 48h.
As CIMs foram estabelecidas para todas as espécies testadas e seu padrio de suscetibilidade
determinado. A autora concluiu que o E-test mostrou-se um ensaio pratico e sensivel para
determinar o padrdo de suscetibilidade das cepas das bactérias anaerdbias fastidiosas

estudadas, além de possuir a qualidade de reprodutibilidade.

ROTIMI et al. (1999), estudando a suscetibilidade de espécies bacterianas do género
Bacteroides pelo método do E-test, aprovaram o método e detectaram a presenga de
espécies resistentes a diversos antibioticos. Os autores ressaltaram que, devido ao problema
crescente da resisténeia bacteriana, os testes de suscetibilidade de bactérias anaerdbias se
tornam obrigatdrios para a conduta terapéutica de determinados pacientes, havendo entdo a
necessidade de testes precisos, rapidos, e que suportem o crescimento adequadeo da maioria

das bactérias clinicamente importantes.

SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS ISOLADAS DE
INFECCOES ENDODONTICAS

Se um microrganismo € clinicamente importante, € preciso conhecer guais as
chances dele ser resistente aos agentes antimicrobianos comumente utilizados para erradica-
ios, ou seja, as drogas de escolha. Segundo FORBES et al. (1998), a crescente disseminac@o
de resisténcia entre as bactérias clinicamente importantes tem diminuido a lista de bactérias
cuja suscetibilidade antimicrobiana possa ser predita com confianca baseada apenas na
identificacdo, sem a necessidade de realizar testes. A resisténcia adquirida a vérios agentes
antimicrobianos explica a necessidade da realizacdo de testes de suscetibilidade em todas
bactérias isoladas clinicamente significantes, incluindo diversos grupos, géneros e espécies.
Bactérias dos géneros Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Enterobacteriaceae,
Pseudomonas e Acinetobacter, comumente requerem testes de suscetibilidade

antimicrobiana (FORBES et al., 1998).
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FINEGOLD et al. (1988), em uma revisdo sobre os testes de suscetibilidade de
bactérias anaerobias, recomendou que organismos que sdo reconhecidos como virulentos
e/ou comumente resistentes, como membros do grupo Bacteroides fragilis, “Bacteroides
produtores de pigmento preto”, Bacteroides gracilis, certas espécies de Fusobacterium spp.

e de Clostridium spp., deveriam ser considerados para teste.

ZELDOW & INGLE (1962}, estudando a sensibilidade antimicrobiana de bactérias
facultativas isoladas do canal radicular, testaram a suscetibilidade, através do método do
disco, de espécies de Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus, utilizando os
seguintes antibioticos: penicilina, eritromicina, tetraciclina e clorafenicol. Os resultados
demonstraram que 32,4% dos Staphylococcus eram resistentes i penicilina ¢ 24.3% &
tetraciclina. Em geral, os Streptococcus foram sensivels aos antibidticos estudados,
enquanto os Enterococcus foram resistentes a penicilina em 83% dos casos e 2 tetraciclina

em 33%. Todos microrganismos estudados foram sensiveis a eritromicina e ao clorafenicol.

ENGSTROM (1964), testando a suscetibilidade de 68 amostras de Enterococcus
isolados de infec¢des endodonticas, através do método do disco, verificou que esse
microrganismo foi sensivel a eritromicina, porém apresentou resisténcia 4 penicilina em 6%
dos casos. Das amostras de Enterococcus que foram sensiveis a penicilina, poucas espécies
eram eliminadas com dosagens normais, sendo necessarias alta dosagens do antibidtico para

o tratamento de infecgdes generalizadas.

MIRANDA (1969) avaliaram a suscetibilidade antimicrobiana de espécies
resistentes ao preparo quimico-mecinico durante o tratamento endodOntico, através do
método do disco. Obsevou-se uma predomindncia de bactérias dos géneros Strepiococcus e
Enterococcus. As bactérias pertencentes ao género Enferococcus foram as mais resistentes,
apresentando praticamente 90% das espécies resistentes a penicilina, enquanto 0s

Streptococcus apresentavam 24%.
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NORD & WADSTROM (1973) estudaram a suscetibilidade antirnicrobiana de
espécies de FEnterococcus isoladas de pacientes com periodontites apicais e pulpites. As
amostras foram 1identificadas como Enterococcus faecalis, e a suscetibilidade
antimicrobiana dessas espécies foi testada através do método de diluigio em 4agar. A
concentracdo mibitdona minima da ampicilina (0.5 ~ 2.0 pg/mL) foi menor que a da
benzilpenicilina (1.0 — 4.0 pg/mlL) e fenoximetilpenicilina (2.0 — 8.0 pg/mL) para todas as
espécies testadas. A maionia das espécies testadas foram sensivels & eritromicina, porém
havia uma grande variagdo no grau de suscetibilidade das bactérias a essa droga (0.5 - >128
ug/mL), com o aparecimento de espécies resistentes. A concentragdo inibitéria minima de
drogas do grupo das lincosaminas variava entre § e >128 pg/mL, sendo portanto,
Enterococcus altamente resistentes ‘és lincosaminas. Os autores concluiram que a
ampicilina foi mais efetiva do que a penicilina contra o Enterococcus faecalis, e que a
eritromicina € a lincosamina apresentavam um uso limitado devido a presenca de espécies

resistentes.

HEINTZ et al. (1975) estudaram, através do método do disco, a sensibilidade
antimicrobiana de 50 espécies de Enferococcus spp. que persistiram no canal apos preparo
quimico-mecanico e medicagdo intracanal. Todas as espécies testadas foram sensiveis &
ampicilina e & vancomicina. Mais de 90% das espécies foram sensiveis & eritromicina.
Todos os microrganismos foram parcialmente ou totalmente resistentes 4 penicilina e a

clindamicina.

ERNEST et af. (1977) testaram o grau de sensibilidade antimicrobiana de bactérias
anaerébias estritas e facultativas 1soladas dos canais radiculares de 55 dentes com polpas
necrosadas. As bactérias anaerdbias estritas isoladas continham espécies pertencentes aos
géneros  Bifidobacterium,  Eubacterium,  Propionibacterium,  Peptostreptococcus,
Bacteroides e Fusobacterium, ¢ foram testadas quanto a suscetibilidade através de um
método de diluicdo em caldo. As bacténias anaerdbias facultativas compreendiam espécies
de Corynebacterium, Lactobacillus, Staphylococcus e Streptococcus, € o teste utilizado fol

o método do disco. Os autores demonstraram que, para as bactérias anaerObias estritas

64



estudadas, a clindamicina foi a droga mais eficaz, mostrando-se ativa em 100% dos casos.
A ampicilina € a penicilina G foram eficazes em 85% e 83%, respectivamente. A
eritromicina foi a droga menos eficaz contra as bactérias anaerdbias estritas, apresentando-
se eficaz em apenas 58% dos casos. As bactérias anaerdbias facultativas testadas
apresentaram alta incidéncia de resisténcia: 58% das espécies facultativas eram resistentes a
penicilina G e 81% & clindamicima. A ampicilina e a eritromicina foram eficazes,
respectivamente, em 71% e 61% das bactérias facultativas estudadas. Os autores
concluiram que a ampicilina era uma droga eficaz para o tratamento de infecgdes
endoddnticas, constituindo a droga de escolha. Entretanto, segundo os autores, se os
resultados bacterioldgicos indicassem uma infecgo puramente anaerdbia, a droga preferida

seria a clindamicina.

HUNT et al.{1978) analisaram a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas
de exsudatos de infeccdes odontogénicas agudas em 74 pacientes atendidos na
Universidade de Emory, EUA, no perfodo entre 1973 e 1976. Espécies de “Streptococcus
viridans”, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Peptostreptococcus,
Enterococcus, Lactobacillus e “Bacteroides” foram testadas através do método do disco,
utilizando ampicilina, cefalotina, eritromicina e penicilina. Todas as espécies de
Streptococcus 1soladas foram suscetiveis a ampicilina, a cefalotina e a penicilina.
Entretanto, aproximadamente 50% das espécies de “Streptococcus viridans” foram
resistentes a eritromicina. Dentre as espécies de Staphylococcus aureus isoladas, 20%
foram resistentes a ampicilina e a penicilina, e cerca de 50% foram resistentes a

eritromicina.

Com o objetive de estudar a evolucdo da microbiologia das infecgdes orais e sua
suscetibilidade antirnicrobiana, HUNT & MEYER (1983) estudaram 235 pacientes com
infecgdes odontogénicas agudas, entre 1978 e 1981. Os autores encontraram, em contraste
com seu estudo em 1978, que aproximadamente 15% das espécies de Streprococcus

viridans isoladas se tornaram resistentes a penicilina. Segundo os autores, talvez o fato de

65




maior importancia, foi o aparecimento de espécies de Peprostreptococcus (cerca de 15%)

resistentes a ampicilina e & penicilina.

MATUSOW (1981) analisou a suscetibilidade antimicrobiana de microrganismos
isolados de 78 canals radiculares de dentes com abscessos dento-alveolares agudos. Do total
de 105 microrganismos isolados, 82 eram aerobios e anaerdbios facultativos, cuja
sensibilidade antimicrobiana fo1 testada através do método do disco. Dentre essas bactérias,
somando-se as espécies sensiveis ¢ de sensibilidade intermediaria aos antibidticos testados,
73 espécies se apresentaram suscetiveis a eritromicina; 72, & ampicilina; 67, a penicilina ¢
59, 4 clindamicina. A suscetibilidade das 23 bactérias anaerobias isoladas também foi
estudada através do método do disco, embora, segundo o autor, este método seja
padronizado apenas para bactérias aerébias e anaerdbias facultativas. A clindamicina e a
ampicilina foram efetivas contra todas as 23 espécies bacterianas anerdbias estritas
estudadas, :Seguidas da penicilma, que demonstrou eficacia contra 22 espécies. A
eritromicina apresentou eficacia moderada, sendo ativa contra 19 espécies. Neste estudo, o
género Streptfococcus foi o mais predominante, ¢ o Enterococcus o mais resistente. Dentre
as espécies de Enterococcus, 59,7% foram resistentes & clindamicina, 21,5% resistentes a

penicilina e a ampicilina, enquanto nenhuma resisténcia foi apresentada a eritromicina.

YAMAMOTO er al. (1989) testaram a suscetibilidade antimicrobiana de espécies
dos géneros Eubacterium, Peptostreptococcus e Bacteroides, isoladas de canais radiculares
de dentes com inflamacgdes apicais agudas. Os resultados dos testes, utilizando o método da
diluicio em 4gar, demonstraram que espécies de Fubacterium, Peptostreptococcus e
“Bacteroides pigmentados de negro” foram sensiveis & benzilpenicilina e 4 amoxicilina. Os
trés grupos apresentaram certa resisténcela a entromicina. Os Bacteroides ndo pigmentados
se apresentaram mais resistentes quando comparados com o0s pigmentados, apresentando
suscetibilidade intermediaria a penicilina e muitas espécies resistentes & eritromicina. Os
autores concluiram que as drogas do grupo das penicilinas foram mais efetivas contra as
bactérias estudadas, o que as tornam as drogas de escolha para o tratamento de canais

radiculares com periodontites apicais agudas.

66



STERN et al. (1990) testaram a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas
ap6s o preparo quimico-mecanico de canais radiculares. Os autores revelaram que a maioria
das culturas positivas era representada por monoinfecces (92,19%), e as espécies mais
freqitentemente isoladas pertenciam ao género Strepfococcus, principalimente espécies de
“Streptococcus viridans” {(o-hemoliticos) e Streptococcus do grupo D de Lancefield
(Enterococcus). A suscetibilidade antimicrobiana dessas especies foi testada utilizando o
método do disco. Das espécies de “Streptococcus viridans” {G-hemoliticos) estudadas,
97 9% foram sensivels a ampicilina, 93,7% a penicilina e 85% & entromicina. Entre as
espécies de Enterococcus, 92,8% foram sensiveis a ampicilina, 36,1% a penicilina e 61,9%
a entromicina. O estudo foi realizado entre o ano de 1981 e 1987, e os autores relataram
que ndo houve uma mudanga significante no padriio de suscetibilidade das bactérias no

periodo estudado.

BARNARD et al. (1996) estudaram a suscetibilidade antimicrobiana de uma cepa
de Actinomyces israelii 1solada de uma lesio periapical persistente ao tratamento
endodontico, através do método da diluigio em caldo. Os autores relataram que o
crescimento bacteriano for inibido por baixas concentragdes dos antibidticos testados:

ampicilina, amoxicilina, cefalexina, eritromicina, clindamicina e tetraciclina.

LE GOFF et al. (1997) avaliaram a microbiota do canal radicular e sua
suscetibilidade antimicrobiana em 26 dentes com polpas necrosadas e lesdes periapicais
crénicas. Foram isoladas 84 espécies bacterianas, em sua maioria anaerdbias estritas,
representadas principalmente por espécies de Bacteroides gracilis, Propionibacterium
acnes, Fusobacterium nucleatum, Prevotella buccae ¢ Eubacterium lentum. O teste de
suscetibilidade foi realizado através do E-test, e o resultado de 38 cepas estudadas
demonstrou que as bactérias anaerobias estritas isoladas das infec¢des endodbnticas foram
altamente sensiveis a amoxicilina e a amoxicilina associada ao 4cido clavulinico, ndo

apresentando resisténcia por produgdo de beta-lactamases.
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VIGIL et al. (1997) estudaram o padrio de suscetibilidade de microrganismos
isolados de 28 lesdes penapicais refratarias ao tratamento endoddntico. Os microrganismos
mais comumente isolados foram: Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus intermedius, “Wolinella recta”, Fusobacterium spp. e Clostridium spp. Os
autores utilizaram o E-test para avaliar a suscetibilidade dessas bactérias e concluiram que
os resultados encontrados n@o deixaram evidéncias claras de resisténcia antibidtica

significativa entre as cepas testadas.
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3. PROPOSICAQO

1.

Estudar a composicio da microbiota dos canais radiculares de dentes tratados
endodonticamente com imagens radiograficas sugestivas de lesbes periapicais

persistentes com necessidade de retratamento endodéntico

Analisar a sensibilidade antimnicrobiana de cepas de Enterococcus fuecalis ¢

Peptostreptococcus spp. 1soladas de canais radiculares de dentes com insucesso

endodontico
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4. MATERIAIS E METODOS

4,1- Coleta, isolamento, purificacio e identificacdo das bactérias dos canais

radiculares de dentes tratados endodonticamente.
4.1.1 Pacientes
4.1.1.1 Selecdo dos pacientes

Foram selecionados pacientes que apresentavam dentes com necessidade de
retratamento endoddntico. O insucesso do tratamento endoddntico foi evidenciade pela
constatacio de uma area radioltcida na regifio periapical do dente envolvido, acompanhada
ou ndo de sinais e sintomas, indicando a persisténcia da lesdo por um periodo minimo de 2
anos apos o tratamento endodéntico. Os pacientes com necessidade de retratamento por
indicacdo protética, ou seja, 0S casos nos quais a obturacdo endodéntica ndo estava
satisfatoria, porém nio apresentava presenca de lesdo periapical visivel na radiografia, ndo

foram incluidos na pesguisa.

Foram obtidos os dados relativos ao sexo, idade, doencas sistémicas ¢ uso de
medicamentos. Os pacientes com doencas sistémicas e com historia de antibioticoterapia
inferior a 6 meses ndo foram incluidos no estudo.

Foi estudado um total de 30 dentes. Os pacientes assinaram um termo de
consentimento elaborado de acordo com as normas do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP (Anexo I).

4.1.1.2 Aspectos clinicos e radiograficos

Para cada paciente foram anotados dados pessoais, histonia médica e histéria

dentaria. No exame subjetivo foram anotados dados sobre a condigdo atual do dente a ser
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retratado, quanto a presenca ou auséncia de dor. No exame objetivo foram anotados dados
tals como a presenca de edema, de fistulas, presenca ou ndo de restauragoes do dente
tratado endodonticamente, caries e fraturas. Foram realizados testes para venficar dor a

percussdo, a palpacdo e mobilidade, além da realizacdo de sondagem periodontal.

Na anélise radiografica, foram avaliados os limites das obturagdes prévias dos
canais radiculares, que foram divididos nos seguintes intervalos: 0-2 mm do apice, 3-5 mm,
>5Smm do apice; e a qualidade da obturacdo, que foi1 classificada em boa, quando
radiograficamente nido se observava areas radiolucidas na obturagdo ou entre o material
obturador € a parede do canal, e em ruim, quando havia a presenca de fathas radiolicidas na
obtura¢do, indicando um selamento deficiente. A lesdo periapical visivel radiograficamente
relacionada ao dente tratado endodonticamente estava presente em todos os casos indicados

para retratamento.
4.]1.2. Coleta de amostras

O método utilizado neste estudo ja fo1 descnito previamente em detalhe por GOMES

(1995) e GOMES et al. (1994; 1996a,b,c).

(Os seguintes principios foram observados ao coletar as amostras dos canais
radiculares:
I. Técnicas assépticas foram usadas durante a terapia endodontica e coleta
de amostra.
Anestesia local.
. Remocéo dos contaminantes coronarios.

. Restauracdo de todas as vias de contaminacdo externa.

. Descontaminac¢@o do campo operatdrio.

2

3

4

5. Isolamento absoluto do dente.

6

7. Evitar contaminacdo quimica do espago pulpar.
8

. Assegurar um acesso facil ao mstrumento de amostra.
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9. Coletar amostras eficientemente e efetivamente.

Apds a colocacdo do isolamento absoluto, a descontaminacido do campo operatorio
{dente, grampo, lengol de borracha e arco) foi feita com a solugio de hipoclorito de sédio a
1%. Para evitar a contaminacdo quimica do canal radicular com essa solugio, realizou-se a
neutralizacio do hipoclorito com o tiossulfato de sodio a 5% (MOLLER, 1966). A seguir,
realizou-se a abertura coronaria, ¢, em cada caso, foi coletada amostra de um Unico canal
radicular, de maneira a confinar o exame microbiolégico em um unico ambiente ecolégico.
Assim, em casos de dentes multirradiculares, o primeiro critério era a presenca de lesdo
periapical associada ao canal a ser coletado, em caso de presenca de lesdo periapical em

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

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

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

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

NORD, 1973).



4.1.3. Inoculacio e Incubagdo

No laboraténo de Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP, dentro da
cabine de anaerobiose (DON WHITLEY SCIENTIFIC, Bradford, Inglaterra) (Anexo 1V), o
tubo de Eppendorf contendo VMGA Il e o cone de papel absorvente foi agitado (Agitador
MA 162-MARCONI, Sdo Paulo, SP, Brasil) por 60 segundos. A seguir, foram realizadas
diluigbes seriadas a 1/10, 1/100, 1/1.000 ¢ 1/10.000 utilizando “Fastidious Anaerobe
Broth” (FAB - Lab M, Bury, Inglaterra) (Fig. 4.1C e 4.1D), e foram inoculados 50 pl. de
cada dilui¢do em placas pré-reduzidas contendo “Fastidious Anaerobe Agar”™ (FAA - Lab
M, Bury, Inglaterra) + 5% de sangue de cameiro e FAA + 5% de sangue de carneiro +
suplementos seletivos para anaerdbios (Fig. 4.1E), as quais foram incubadas em uma

cidmara de anaerobiose (Fig. 4.1F), a 37°C numa atmosfera de 10% H2, 10% CO2 e 80%

N7 até 14 dias, para permitir a deteccio de microrganismos de crescimento mais lento.

As amostras do canal radicular foram inoculadas e incubadas como a seguir:

e Placas de agar contendo 5% de sangue de cameiro + FAA (Fastidious Anaerobe Agar),
37° C, aerobicamente, por 2 dias (anaerobios facultativos e aerdbios)

e Placas de dgar contendo 5% de sangue de cameiro + FAA, 37 ° C, anaerobicamente, por

2,5 e 14 dias.

® Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + 4acido nalidixico (NAL)
(Lab M, Bury, UK), 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar
anaertbios Gram-positivos e actinomicetos.

® Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + NAL + vancomicina
(VAN) (Lab M, Bury, UK), 37 ° C, anaerobicamente, por 2, 5 ¢ 14 dias para selecionar
anaerobios Gram-negativos.

e Placas de 4gar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + neomicina (NEO) (Lab M,

Bury, UK), 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 ¢ 14 dias para selecionar clostridios e

outros anaerdbios.



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

formula descrita por DAHLEN et al. 1993 (Anexo IID.

4.1.4 Isolamento e identifica¢do microbiana

As placas com crescimento bacteriano foram examinadas em lupa estereoscopica
(LAMBDA LET 2, ATTO INSTRUMENTS CO., Hong Kong) em aumento de 3 vezes, e as
coldnias foram diferenciadas de acordo com as suas caracteristicas macroscdpicas na placa
(Fig. 4.2A), observando tamanho, cor, forma, textura, elevacio, opacidade ¢ hemolise. As
coldnias bacterianas foram isoladas em 2 placas contendo 5% de sangue de cameiro + FAA,
¢ testadas quanto ao seu requerimento gasoso, colocando uma placa na estufa de O e uma
na cAmara de anaerobiose, e observando em qual condicdo gasosa houve o crescimento
bacteriano. As culturas puras (Fig. 4.2B), apos serem testadas quanto ao requerimento
gasoso (Fig. 4.2C), foram coradas pelo método do Gram (Fig. 4.2D) e testadas quanto 2
producio de catalase (Fig. 4.2E). Os seguintes métodos de identificagio padronizados

(Anexo V) foram utilizados para a especifica¢io primaria dos organismos isolados:

e Rapid ID 32A (BioM¢rieux SA, Marcy-1'Etoile, Franga) para os bastonetes Gram-

negativos € Gram-positivos, anaerobios obrigatorios.

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

e API Staph (BioMc¢rieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para os estafilococos e micrococos

{cocos Gram-positivos, catalase positiva}

e APl 20 Strep (BioMérieux SA, Marcy-1'Etoile, Franca) para os estreptococos {cocos

Gram-positivos, catalase negativa) (Fig 4.2 F ¢ 4.2G)
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e Rapid ID 32 Strep (BioMérieux SA, Marcy-1'Etoile, Fran¢a) para os estreptococos

(cocos Gram-positivos, catalase negativa)

e RaplD NH System (Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., EUA) para

Eikenella, Haemophilus, Neisseria e Actinobacillus

4.1.5 Andalise estatistica

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

especificas.
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Figura 4.1. A- Coleta do canal radicular, B- Meio de transporte VMGA I, C-
tubos, E- Inoculagéo, F- Incubagdio na cAmara de anaerobiose.

Diluigdo, D- Agitador de
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Figura 4.2. A- Primeira cultura (monoinfecg¢@o), B- Cultura pura, C- Requerimento gasoso, - Morfologia
microscépica, E- Teste da catalase, F- Kit de identificaco api 20 Strep, G- Especificagio bacteriana.




4.2- Teste de suscetibilidade antimicrobiana das espécies bacterianas dos géneros
Enterococcus e Peptostreptococcus isoladas dos canais radiculares de dentes tratados

endodonticamente.

Dez cepas de Enterococcus faecalis, cocos Gram-positivos anaerobios facultativos,
e 6 cepas de Peprostreptococcus spp., cocos Gram-positivos anaerobios estntos, foram
testadas quanto sua suscetibilidade/resisténcia através do método do E-test (AB BIODISK,
Solna, Suécia). Os agentes antimicrobianos testados foram: benzilpenicilina (PG),
amoxicilina (AC), amoxicilina + acido clavulanico (XL), clindamicina (CM), eritromicina

(EM) e azitromicina (AZ).

O sistema do E-test consiste em uma fita plastica de 50mm de comprimento ¢ 3mm
de largura, que contém em um lado um gradiente de concentracdo de antibidtico, e do outro,
uma escala numérica que indica a concentracdo do medicamento. A fita do E-test pode
detectar uma CIM que varia de 0,016 a 256 pug/ml, com um total de 29 diferentes

concentracOes, que sido agrupadas de duas em duas, representando 15 niveis de diluicdo

(BOLMSTROM 1993) (Fig. 4.3).

Para preparar o inoculo, apos 24-48 h de mcubagdo da espécie bacteriana em placas
de agar sangue (Fig. 4.4A), as coldnias bacterianas foram transferidas para o meio liguido
“Fastidious Anaerobic Broth™ (FAB) e agitadas (Fig. 44B ¢ 4.4C), para atingir a turbidez
que equivale ao padrdo 0,5 de McFarland (NEFELOBAC, PROBAC, Sio Paulo, SP, Brasil)
para bactérias anaerobias facultativas, ou padrio | para bactérias anaerdbias estritas, que foi
verificado no espectofotémetro (FEMTO 432, MARCONI, Sio Paulo, SP, Brasil) (Fig.

4 4D) com comprimento de onda de 800 nm.

Placas contendo 4 mm de espessura de Brucella Agar (OXOID, Hampshire,
Inglaterra) + 5% de sangue de cameiro desfibrinado, 1% de vitamina K + 0,5% de hemina
(para bactérias anaerobias estritas) ou Mueller-Hinton dgar (OXOID, Hampshire, Inglaterra)

(para bacténias anaerObias facultativas), foram utilizadas para o repique das cepas. A
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semeadura fol realizada em toda a extensdo da placa, uniformemente, através de swab
estéril, umedecido na suspensio bacteriana (Fig. 4.4E). Apos a secagem das placas (10 a 15
minutos), as fitas de E-test (Fig. 4.4F), que haviam sido previamente removidas do
congelador e ja se encontravam a temperatura ambiente cerca de 20 minutos, foram
distribuidas nas placas (Fig. 4.4G) com o auxilio de pinca estéril para cada substincia a ser

testada. O experimento foi executado em duplicata e sempre em fluxo laminar.

As placas contendo Pepfostreptococcus spp. foram imediatamente incubadas em uma
camara de anaerobiose, a 37°C numa atmosfera de 10% H,, 10% CO, ¢ 80% N, (Fig. 4.4H)
e a leitura do halo foi realizada apds 24-48 h de incubacio (Fig. 4.4G). As placas contendo
Enterococcus faecalis foram incubadas em condigSes aerobicas, e a leitura realizada apos
16-20 horas. Os valores das concentracdes inibitérias minimas (CIMs) foram determinados
pela leitura no ponto de interseccdo entre o halo de 1nibigdo em forma de elipse e a fita do

E-test, considerando o ponto de inibi¢do completa de crescimento (Fig. 4.5A ¢ 4.5B).

De acordo com as recomendacdes do fabricante, a interpretacio dos valores das CIMs
do F-test em diferentes categorias de sensibilidade foi realizada seguindo o guia de
interpretagdo da NCCLS. As espécies de Enterococcus foram testadas com o0s seguintes
antibidticos: benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico, eritromicina ¢
azitromicina. Segundo o National Commitee for Clinical Laboratory Standards, a
clindamicina n3o € clinicamente efetiva contra Enterococcus spp., logo testes com esse
antibiético nio sdo recomendados, pois mesmo que a clindamicina apareca efetiva in vitro,
os isolados ndo devem ser reportados como suscetiveis. Para se determinar o perfil de
suscetibilidade de espécies de Enterococcus spp. foi utilizado o guia de interpretaciio da
NCCLS-M100 S10 (Tabela 4.1).

As espécies de Peptostreptococcus spp. foram testadas com a benzilpenicilina,
amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico, e clindamicina. A resisténcia das espécies de
Peptostreptococcus spp. a eritromicina e a azitromicina ndo pdde ser confiantemente

determinada com o E-test porque as CIMs desses antibioticos para as bactérias anaerdbias
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estritas ndo foram amnda determinadas (NCCLS-M100 S8/M11 A4; VIGIL er ol., 1997). O
documento da NCCLS-M100 S8M11 A4 fomece dados sobre as CIMs de diversos

antibidticos e os valores interpretativos para as bactérias anaerdbias estritas (Tabela 4.2).

Tabela 4.1 — Valores interpretativos das concentragdes inibitorias minimas (ug/mkL) dos

antimicrobianos avaliados nos testes de Enterococcus spp. (NCCL.S- M100 S10)

Agentes antimicrobianos Suscetivel Intermedidrio Resistente
Benzilpenicilina <8 - 216
Amoxicilina <8 - 216
Amoxicilina -+ acido clavuldnico <8 - =16
Eritromicina <0,5 1-4 =28
Azitromicina <2 4 >8

Tabela 4.2 — Valores interpretativos das concentragdes inibitorias minimas (g/mlL) dos

antimicrobianos avaliados nos testes de bactérias anaerdbias estritas (NCCLS-M100
S8/M11A4)

Agentes antimicrobianos Suscetivel Intermediario Resistente
Benzilpenicilina <0,5 1 >2
Amoxicilina <0.5 1 =7
Amoxicilina + acido clavulanico <4 8 >16
Clindamicina <2 4 >8
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As caracteristicas clinicas e radiograficas dos 30 dentes estudados sdo apresentadas
nas Tabelas 5.1 e 5.2. Dos 30 casos estudados, 6 (20%) canais ndo apresentaram
crescimento bacteriano, 13 (43,3%) canais abrigavam apenas | bacténia por canal radicular,
2 (6,7%) apresentavam 2 bactérias, e 9 (30%) apresentavam 3 ou mais microrganismos por

canal radicular (Fig. 5.1).

Foi 1solado um total de 56 microrganismos, compreendendo 55 bactérias e 1 fungo.
As espécies microbianas isoladas e sua prevaléncia nos canais radiculares sdo mostradas na
Tabela 5.3. A espécie bacteriana mais comumente isolada foi o Enterococcus faecalis,
presentes em 11 (45,8%) dos 24 casos que apresentaram crescimento bacteriano. As
caracteristicas clinicas e radiograficas, e os microrganismos presentes em cada caso sdo

mostrados no Anexo V1.

Bactérias anaerdbias facultativas estavam presentes em 63,3% dos casos estudados,
representando 58% do total de bactérias isoladas. Bactérias anaerobias estritas estavam
presentes em 40% dos canais, correspondendo a 42% do total de espécies isoladas. Os
canais radiculares apresentavam uma microbiota predominantemente Gram-positiva,

representando 80% do total de bactérias isoladas (Fig. 5.2).

A analise estatistica dos dados ndo demonstrou associagdo entre as caracteristicas
clinicas dos dentes estudados, como a presenca ou auséncia de restauracdo ou dor, com
nenhuma espécte bacteriana especifica, nem com o numero de espécies bacterianas por
canal radicular. Quanto as caracteristicas radiograficas, embora o limite ¢ a qualidade da
obturagdo endodéntica ndo tenham mostrado associagdo com espécies bacterianas
especificas, apresentaram-se associados com o numero de espécies por canal radicular. Os
resultados estatisticos revelaram correlacdo entre obturagdes de ma qualidade e a presenca

de trés ou mais espécies bacterianas no canal radicular (p<0.05).
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Os géneros bacterianos mais freqiientemente isolados dos canais radiculares foram
Enterococcus (36,7%), Streptococcus (33,3%), Peptostreptococcus (23,3%), Actinomyces
(13,3%), Prevotella (10%), Staphylococcus (10%), Gemella (10%), Fusobacterium (6,7%),
Veillonella {6,7%), Lactobacillus (6.7%0), Propionibacterium (3,3%) e Haemophilus (3,3%)
(Fig.5.3).

Dez cepas de Enterococcus faecalis, que foram as espécies anaerdbias facultativas
mais freqiientes, e 6 cepas de Pepfostreptococcus spp., bactérias anaerobias estritas mais
isoladas, foram testadas quanto a suscetibilidade antimicrobiana. Nas Tabelas 5.4 ¢ 5.5
podem ser observados os valores das concentragdes inibitorias minimas (CIMs) dos
antibioticos e o0s valores interpretativos da suscetibilidade das espécies de Enferococcus
testadas. Todas as espécies de Enterococcus faecalis foram sensiveis a benzilpenicilina, a
amoxicilina e & amoxicilina + acido clavulanico, com estes ultimos apresentando CIMs
menores quando comparados & benzilpenicilina. Entretanto, dos 10 Enterococcus faecalis
estudados, apenas 1 (10%) foi sensivel a eritromicina, 7 (70%) apresentaram suscetibilidade
intermediaria, e 2 (20%) foram resistentes. Quando testados com a azitromicina, houve um
aumento dos valores das CIMs, e a resisténcia foi verificada em 60% dos casos, e 40%

apresentaram um padrao de suscetibilidade intermediario.

Os valores das concentragdes inibitorias minimas (CIMs) dos antibibticos € os
valores interpretativos da suscetibilidade das espécies de Peptostreptococcus podem ser
verificados nas Tabelas 5.6 ¢ 5.7. As espécies estudadas se mostraram altarnente sensiveis

a benzilpenicilina, a amoxicilina, @ amoxicilina + &cido clavulanico e a clindamicina.
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Tabela 5.1. Caracteristicas clinicas de 30 dentes com insucesso endoddntico

Numero Porcentagem
Dentes
11,21 5 16,7%
12,22 It 36,7%
13,23 1 3,3%
14 1 3,3%
15 2 6,7%
31, 41 2 6,7%
32,42 2 6,7%
37 i 3.3%
44 i 3,3%
45 2 6,7%
46 2 6,7%
Restauracao
Rest. Definitiva 19 63,3%
Rest. Provisoria 6 20%
Nio restaurado 5 16,7%
Dor
Dor presente 5 16,7%
Assintomatico 25 83.3%

Tabela 5.2. Caracteristicas radiograficas de 30 dentes com insucesso endodéntico

Numero Porcentagem

Limite da obturacdo

0-2 mm do apice 17 56,7%

3-5 mm do apice 11 36,7%

>3 mun do apice 2 6,7%
Qualidade radiografica da
obturagio

Boa 14 46,7%

Ruim 16 53,3%
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Figura 5.1. Distribui¢do de espécies microbianas em 30 canais de dentes com insucesso

endodéntico.
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Tabela 5.3. Microrganismos isolados de 30 canais de dentes com insucesso endoddntico

Espécies microbianas N° de canais % de canais
Enterococcus faecalis 11 36,7
Streptococcus sanguis 3 10
Streptococcus mitis 2 6,7
Streprococcus constellatus 2 6,7
Streptococcus anginosus 1 33
Streptococcus mutans 1 3.3
Streptococcus oralis I 33
Streptococcus salivarius 1 3,3
Peptostreptococcus prevoiil 5 16,7
Peptostreptococcus micros 2 6,7
Peptostreptococcus magnus 1 3.3
Peptostreptococcus saccharolyticus i 3.3
Prevotella buccae 2 6,7
Prevotella intermedia/ nigrescens 1 33
Prevotella melaninogenica 1 33
Prevotella corporis 1 3,3
Prevotella loescheii | 3.3
Actinomyces naeslundii 2 6,7
Actinomyces odontolyticus i 33
Actinomyces VISCosus 1 3.3
Propionibacterium acnes i 3,3
Gemella morbillorum 3 10
Staphylococcus lentus 2 6,7
Staphylococcus aureus 1 33
Fusobacterium necrophorum 2 6,7
Veillonella spp. 2 6,7
Lactobacillus acidophilus 2 6,7
Haemophilus aphrophilus i 3,3
Candida spp. 1 3.3
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Anaerobias Anaerobias Gram-positivas  Gram-negativas
estritas facultativas
£INGOmero de canais radiculares Niamero total de espécies bacterianas
M % de canais radiculares 3% do total de espécies bacterianas

Figura 5.2. Freqiiéncia de bactérias anaerdbias estritas, anaerdbias facultativas, Gram-

positivas e Gram-negativas.
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Figura 5.3. Prevaléncia dos géneros bacterianos 1solados em 30 canais de dentes

com insucesso endoddntico
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Tabela 5.4 - Valores das CIMs (ug/mL) dos antibidticos testados contra Enferococcus

faecalis

Caso Bactéria Benzilpeniciina Amoxicilina Amoxicilina + 4c.  Eritromicina Azitromic

n° (PG) (AC) clavulinico (XL) (EM) (AZ)
9 E. faecalis 3,0 0,75 0,75 8,0 24,0
12 E. faecalis 2.0 0,38 0,5 0,75 6,0
i3 E. faecalis 1,5 0,5 0,5 0,75 4,0
18 E. faecalis 1.5 0.5 0,38 1.0 8,0
20 E. faecalis 1,5 0,5 0,38 0.5 4.0
23 E. faecalis 1,5 0,38 0,38 2,0 12,0
25 E. faecalis 3,0 0,5 0,5 >256 >256
26 E. faecalis 3,0 0.5 0,5 1,0 8,0
27  E. faecalis 20 0.5 0,5 1.0 4.0
29 E. faecalis 3.0 0,75 0,75 1,0 4,0

Tabela 5.5 - Suscetibilidade antimicrobiana de Enferococcus faecalis baseadas nos valores

interpretativos da NCCLS (M100 S4 e M100 S10)

Caso Bactéria Benzilpenicilina Amoxicilina Amoxicilina + dc.  Eritromicina Azitromici

n’ (PG) (AC) clavulanico (XL) (EM) (AZ)
9 E. faecalis S S S R R
12 E. faecalis S S S I R
13 E. faecalis S S S 1 I
18 E. faecalis S S S 1 R
20 E faecalis S S S S 1
23 E. faecalis S S S I R
25 E. faecalis S S S R R
26 E. faecalis S S S i R
27 E. faecalis S S S 1 I
29 E. faecalis S S S I I

S = Sensivel; | = Intermedidrio; R = Resistente

98



Tabela 5.6 - Valores das CIMs (ug/mL) dos antibiéticos testados contra espécies do género

Peptostreptococcits

Caso Bactéria Benzilpenicilina Amoxicilina  Amoxicilina + 4cide  Clindamicina

n’ (PG) (AC) clavulanico (XL) (CM)
12 P. micros 0,25 0,5 0,75 0,38
13 P prevotii 0,38 0,38 0,38 0,19
13 P magnus 0,25 0,19 0,125 0,38
22 P. prevotii 0,125 0,25 0.25 0,25
24 P. prevotii 0,25 0,25 0,25 0,19
26 P. prevotiii 0,094 0,25 0,19 0,25

Tabela 5.7 - Suscetibilidade antimicrobiana de espécies do género Peprostreptococcus

baseadas nos valores interpretativos da NCCLS

Caso Bactéria Benzilpenicilina Amoxicilina  Amoxicilina + dcido  Clindamicina
n’ (PG) (AC) clavulénico (XL) (CM)

12 P. micros S S S S
13 P. prevotii S S S S
13 P. magnus S S S S
22 P.prevolii S S g S
24 P. prevolii S S S S
26 P prevotii S 8 S g

S = Sensivel; I = Intermediario; R = Resistente
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6. DISCUSSAO

Embora a malona dos casos de msucesso endodéntico ocorra devido a permanéncia
de uma infeccdo no sistema de canais radiculares, que resulta na persisténcia ou surgimento
de uma lesiio periapical apos o tratamento, poucos s3o os estudos das bactérias associadas
ao fracasso do tratamento endodontico. O presente trabalho utilizou técnicas bacterioldgicas
avancadas para investigar quals microrganismos estariam associados ao insucesso
endodéntico. Os resultados desse trabalho mostraram que a microbiota de canais radiculares
de dentes com tratamento endoddntico prévio e lesfio periapical, era composta, em sua
maioria, de I ou 2 espécies, representadas principalmente por bactérias anaerobias
facultativas e Gram-positivas. Essa microbiota difere substancialmente dos canais
radiculares com polpas necrosadas e ndo tratados endodonticamente, que apresentam uma
infecgdo polimicrobiana, predominantemente anaerobia, com proporgdes iguais de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (SUNDQVIST 1989, 1992; BAUMGARTNER 1991;
GOMES 1995; GOMES er al. 1994, 1996 a b,c).

Microrganismos viaveis foram isolados de 24 (80%) dos 30 dentes estudados. Esses
resultados estdo de acordo com os achados de MOLANDER et al. {1998), que detectaram
um crescimento bacteriano em 73,4% de 79 dentes retratados sem o uso de matenal
solvente da guta-percha. SUNDQVIST et al. (1998) detectaram crescimento, também sem o
uso de material solvente, em apenas 24 (44,4%) de 54 dentes com tratamento endoddntico

previo.

A presenca de culturas negativas ndo significa a auséncia total de microrganismos
dos canais radiculares estudados. Embora as técnicas de coleta e cultura microbioldgicas
utilizadas na presente pesquisa, sejam altamente efetivas para o isolamento de bactérias
extremamente sensiveis ao oxigénio (GOMES, 1995; GOMES et al., 1994, 1996a,b,c), €
possivel que alguns microrganismos tenham sido perdidos durante a coleta e processamento
microbiologicos. SUNDQVIST er al. (1998) utilizaram técnicas de coleta semelhantes a
utilizada nesse estudo, e discutiram, em seu trabalho, a dificuldade da coleta microbiologica

em canais de dentes com tratamento endodOntico prévio. Microrganismos presentes em
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areas inacessiveis a coleta, como as ramificacdes do sistema de canais radiculares ou em
areas apicais que podem ter sido obliteradas durante o tratamento endodéntico prévio, ou
ainda, se Os microrganismos estiverem presentes em quantidade muito pequena no canal
radicular, podem ndoc ser isolados pela técnica da cultura microbiolégica. Além disso,
microrganismos podem ser eliminados durante a remocdo do material obturador prévio,
mesmo utilizando apenas métodos mecdnicos e sem solventes. Apesar das dificuldades, os
resultados das coletas microbiolégicas de canais com tratamento endoddntico prévio sdo

considerados representativos ¢ de grande importincia (SUNDQVIST er al., 1998).

Dos 24 canais que apresentaram crescimento bacteriano, 13 canais abrigavam
apenas 1 bactéria por canal radicular, 2 apresentavam 2 bactérias, e 9 apresentavam 3 ou
mais microrganismos. No estudo de SUNDQVIST er al (1998), dos 24 dentes que
apresentaram crescimento bacteriano, 19 casos eram caracterizados como monoinfecgoes, 4
apresentavam 2 microrganismos, ¢ apenas 1 caso apresentava uma cultura polimicrobiana
contendo 4 espécies bacterianas. Essa diferenca entre os trabathos quanto a freqiiéncia de
monoinfeccdes ¢ infecgdes polimicrobianas, provavelmente se deve a qualidade do
tratamento endoddntico. SUNDQVIST er ol (1998) analisaram dentes com tratamentos
endodonticos considerados de boa qualidade em quase totalidade dos casos, com excegio
de 1 canal que apresentava uma obturacio bastante deficiente em selamento, que foi o 1inico
canal que apresentou infeccdo polimicrobiana. Em nosso estudo, os tratamentos de boa
qualidade estavam presentes, aproximadamente, na metade dos casos; ¢ dos 9 casos que
continham trés ou mais bactérias por canal radicular, 8§ (Anexo VI - casos n° 5, 12, 13, 16,
19, 21, 22 e 26) apresentavam, radiograficamente, uma obturacdo de ma qualidade e apenas
1 canal apresentava uma obturacio considerada de boa qualidade. Houve, portanto, uma
correlacdo entre 0 niamero de espécies bacterianas presentes no canal radicular e a qualidade

da obturacdo.

Por outro lado, nenhuma associagdo foi encontrada quando analisados o numero de
espécies bacterianas por canal radicular e a presenca ou auséncia de restauragdes coronarias.
Dos 30 casos de insucessos estudados, 63,3% apresentavam restauracdes definitivas e

36,7% apresentavam restauragdes provisérias ou ndo estavam restaurados. Entretanto,
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53.3% dos casos apresentavam obturacOes endoddnticas de ma qualidade. Esses resultados
ressaltam a importancia da qualidade da técnica endoddntica para o sucesso do tratamento,
os quais discordam dos estudos de RAY & TROPE (1995) que concluiram que a qualidade
da restauracio coronaria era um fator significantemente mais importante do que a qualidade
da técnica endodontica para a determinacio do sucesso. CHEUNG (1996) relataram que as
bactérias associadas ao insucesso endoddntico podem ser derivadas de bactérias presentes
originalmente no canal radicular infectado, que sobreviveram apds o preparo quimico-
mecanico e obturagdo deficiente, ou de bactérias que penetraram no canal ap0s o tratamento
endodéntico através de microinfiltracdes coronarias. O sucesso do tratamento endodéntico
depende, portanto, do controle da assepsia durante o tratamento, da maxima eliminagdo de
microrganismos durante o preparo quimico-mecénico, de uma obturagdo hermética ¢ da
prevenciio da recontarninacao do canal através de procedimentos restauradores adequados

em um menor tempo possivel apos o tratamento endoddntico.

Do total de espécies bactenianas isoladas nesse estudo, 58% eram bacténas
anaerdbias facultativas e 42% anaerobias estritas, 80% bactérias Gram-positivas e 20%
Gram-negativas. Esses resultados estdo de acordo com os estudos anteriores. SUNDQVIST
et al. (1998) encontraram 58% de bactérias anaerdbias facultativas, 42% de bactérias
anaerdbias estritas, ¢ 87% de microrganismos Gram-positivos, em dentes com canais
radiculares tratados endodonticamente com lesdes periapicais. MOLANDER er al. (1998)
verificaram uma freqiiéncia de 69% de bactérias anaerébias facultativas, e 74,3% de Gram-

positivas.

Os géneros bacterianos mais freqiientemente isolados dos canais radiculares de
dentes com tratamento endoddntico prévio foram: Enterococcus, Streptococcus,
Peptostreptococcus € Actinontyces. Esses microrganismos também foram encontrados com

freqfiéncia no estudo realizado por SUNDQVIST er al. (1998).
No presente estudo, Enterococcus faecalis foi a espécie bacteriana mais

freqiientemente isolada dos canais radiculares com fracasso do tratamento endodontico,

estando presente em 45,8% dos canais com culturas positivas. Esse resultado estd de acordo
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com os estudos prévios realizados por MOLANDER er al. (1998) ¢ SUNDQVIST ef al.
(1998), que isolaram essa espécie bacteriana em 47% e 38%, respectivamente, dos canais
radiculares infectados. Dos 11 casos isolados nesse estudo, 6 apresentavam o Enterococcis
faecalis como microrganismo unico presente no canal. Nos trabalhos de SUNDQVIST et
al. (1998), dos 9 casos em que o Enterococcus faecalis foi isolado, ele era o tnico
microrganismo encontrado no canal. Esses estudos confirmam os achados de FABRICIUS
et al. (1982), que mostraram que Entferococcus apresentam a capacidade de sobreviver

sozinhos em canais radiculares, sem o suporte de outras bactérias.

Uma espécie de Candida spp. foi isolada em 1 caso dos 30 canais estudados. Esse
achado coincide com os estudos de SUNDQVIST er al. (1998), que isolaram Candida
albicans em 2 de 54 canais; e de MOLANDER et af (1998), que encontraram 3 fungos em
100 canais de dentes com tratamento endododntico prévio. Esses resultados estio de acordo
com as observacoes de NAIR (1990), que detectaram a presenca de fungos, através da
microscopia eletronica de transmissdo, em canais de dentes tratados endodonticamente, ¢

relacionaram a presenca desses microrganismos com o insucesso endodontico.

Staphylococcus aureus fol isolado em um canal (caso n° 30, Anexo VI) como
microrganismo unico associado a uma infec¢do persistente de um dente com tratamento
endoddntico prévio, apds a remogdo da guta-percha durante o retratamento. READER et al.
(1994) tambem isolaram essa espécie bacteriana como Unico microrganismo associado a um
caso de les3o periapical persistente ao tratamento endodontico. Os autores discutiram a
patogenicidade do Staphylococcus aureus, e relataram que embora essas espécies ndo sejam
comumente 1soladas deos canais radiculares, quando presentes, podem permanecer vidveis
por longos periodos devido a sua alta resisténcia a alteragdes provocadas no meio. O caso
relatado pelos autores fo1 solucionado apos a realizagdo de cultura microbioldgica e teste de
suscetibilidade antimicrobiana, que demonstrou resisténcia bacteriana a penicilina, a
amoxicilina e ao metronidazol, e sensibilidade a amoxicilina associada ao éacido
clavulanico, o qual foi administrado para auxiliar o tratamento da infec¢do persistente. Os

autores ressaltaram a importincia desses testes para a selecdo correta da antibioticoterapia.
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Porém, segundo ABBOTT ef al. (1990), antibidticos nio estdo indicados para o
tratamento de infec¢des endoddnticas cronicas, exceto durante casos de exarcebacdes
agudas com sinais de disseminacdo do processo infeccioso e envolvimento sistémico.
Entretanto, a utilizagdo de agentes antimicrobianos sistémicos pode ser indicada na

profilaxia da endocardite bacteriana.

Segundo DEBELIAN et al. (1995) procedimentos durante o tratamento endoddntico
podem lancar microrganismos do canal radicular para a comrente sanguinea. Os
microrganismos que entram na corrente sanguinea refletern quantitativamente ¢

qualitativamente a microbiota do local da infecgéo.

Segundo DAJANI er al. (1997), a endocardite infecciosa causada pelos
Streptococcus do grupo viridans € mais comum apés certas intervencdes odontologicas, do
trato respiratorio superior ¢ do esdfago, ndo sendo comum que esses miICrorganismos
causem complicacdes em procedimentos invasivos do trato gastro-intestinal e genito-
urinario. Similarmente, segundo os autores, a endocardite provocada por Enterococcus spp.
seria uma conseqgiiéncia de intervengbes do trato gastro-intestinal, € ndo sema uma

conseqiiéncia comum dos procedimentos odontologicos.

Os nossos resultados mostraram que Enferococcus faecalis estava presente em
45,8% dos canais radiculares com Insucesso do tratamento endodéntico, 0 que sugere,
baseado nos estudos de DEBELIAN ef al. (1993), que em casos de retratamento
endodOntico, €§SES IMICrorganismos possam entraf na corrente sanguinea, causar uma

bacteremia, e ser uma possivel causa, em situacOes de risco, da endocardite bacteriana.

Para uma profilaxia antibidtica eficaz, os microrganismos que causam a infec¢io,
assim como a sensibilidade antimicrobiana destes, devem ser conhecidos (GRAD, 1997).
Segundo TOMASZ (1994), Enterococcus podem causar uma endocardite de dificil
tratamento devido a um numero crescente de espécies resistentes através da produgdo de
beta-lactamases e de enzimas que inativam aminoglicosideos ou espécies resistentes a

vancomicina.
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Os resultados dos testes de suscetibilidade de 10 cepas de Enterococcus faecalis
isolados no presente trabalho mostraram que essas cepas foram sensiveis a benzilpenicilina,
3 amoxicilina € & amoxicilina + acido clavulanico. As concentragdes inibitorias minimas da
amoxicilina foram semelhantes as da amoxicilina + acido clavulnico, e foram mmferiores as
concentracdes inibitdnias minimas da penicilina; ou seja, necessita-se de uma concentragio
menor da amoxicilina para exercer uma agio bactericida contra a espécie Enterococcus

faecalis, quando comparada a benzilpenicilina.

Esses resultados concordam com os achados de NORD & WADSTROM (1973) que
verificaram que a ampicilina e a benzilpenicilina foram efetivas contra Enferococcus
faecalis, sendo a ampicilina mais efetiva do que a penicilina. HEINTZ er al. (1975) ¢
STERN er al. (1990) relataram que cepas de Enterococcus faecalis foram altamente
sensivels a ampicilina, porém apresentaram resisténcia & penicilina. Entretanto, trabalhos
realizados por MATUSOW (1981) detectaram cepas de Enterococcus faecalis resistentes a

penicilina e 4 ampicilina.

Segundo as recomendacdes da NCCLS, as espécies de Enferococcus que sao
classificadas como suscetivels & penicilina, 4 ampicilina e 2 amoxicilina (CIM<8 pug/mlL),
necessitam de uma alta dose terapéutica para o tratamento de infecgdes enterococicas sérias.
Endocardites causadas por Enferococcus spp. requerein uma terapia combinada com alta
dosagem de penicilina ou alta dosagem de ampicilina, ou vancomicina, associadas a

gentamicina ou estreptomicina, para exercer agdo bactericida.

As cepas de Enterococcus faecalis estudadas apresentaram um padrio de
suscetibilidade variando de intermediario a resistente quando testados com o0s antibidticos
eritromicina e azitromicina, com este apresentando um maior numero de cepas resistentes.
Esses resultados estdo de acordo com os achados de FASS (1993) que mostraram a
azitromicina com menor eficicia contra Enterococcus quando comparada com a

eritromicina.
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Estudos de ZELDOW & INGLE (1962), ENGSTROM (1964), e MATUSOW
(1981) nao detectaram resisténcia a eritromicina entre as cepas de Enferococcus spp.
isoladas dos canais radiculares. Porém estudos de NORD & WADSTROM (1973)
mostraram que, embora a maioria das cepas de Enterococcus faecalis fosse sensivel a
eritromicina, havia uma grande varia¢do no grau de suscetibilidade (CIM vaniando de 0,5-
>128 ug/mL), havendo presenca de cepas resistentes. Estudos realizados por HEINTZ er al.
(1975) detectaram sensibilidade a eritromicina em 96%, suscetibilidade intermediaria em
2%, e resisténcia em 2% dos casos estudados. STERN et al. (1990) detectaram

sensibilidade em 61,2% das espécies de Enferococcus estudadas.

No presente estudo, observou-se também uma grande variacdo das CIMs (0,5->256
ug/mL) da eritromicina para inibir o crescimento de Enterococcus faecalis, como
observado no trabalho de NORD & WADSTROM (1973); porém 70% das espécies
apresentaram um padrio de suscetibilidade intermediario (CIM de 1-4 ug/ml.), e apenas 1
caso se apresentou sensivel 4 eritromicina (CIM<0,5 ng/mlL), com a presenca de 2 cepas
resistentes (CIM = 8 pg/mL). Esses resultados demonstraram que as cepas de Enterococcus
faecalis isoladas nesse estudo necessitaram de uma maior concentragdo de eritromicina para

sofrer inibicdo.

Segundo FORBES et al. (1998), quando um microrganismo se torna menos
suscetivel a um determinado agente antimicrobiano, do que o que era anteriormente
observado, ele estd adquinindo uma resisténcia biologica a essa droga. Os autores
explicaram que a resisténcia bioldgica ndo coincide necessariamente com a resisténcla
clinica, que s6 € adquinida quando esses microrganismos deixam de ser suscetiveis a droga
de tal forma que essa ndo seja mais efetiva clinicamente. Os autores ressaltaram que o
desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana ¢ um processo evolutivo, € que € de

fundamental importancia o seu conhecimento e acompanhamento.
As cepas de Peptostreptococcus spp., que sdo cocos Gram-positivos anaerobios,

foram altamente sensiveis a benzilpenicilina, amoxicilina e amoxicilina + acido

clavulanico. Esses resultados coincidem com os achados de YAMAMOTO et al. (1989)
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que verificaram uma alta suscetibilidade de 60 espécies de Peprostreptococcus 1soladas de
canais radiculares com periodontites apicais agudas, quando testadas com drogas do grupo
das penicilinas, relatando que espécies resistentes as penicilinas eram raras. Porém HUNT
& MEYER (1983) detectaram o aparecimento de resisténcia entre espécies de
Peptostreptococcus, verificando em seu estudo de 1983, que aproximadamente 15% das
espécies isoladas eram resistentes a penicilina ¢ a ampicilina, enquanto no estudo de 1978,

nenhuma resisténcia havia sido encontrada entre essas espécies (HUNT e al., 1978).

A chndamicina foi efetiva contra todas as espécies de Peptostreptococcus
estudadas, confirmando os resultados de PETERS ef af. (1992) que relataram uma boa
atividade da clindamicina contras essas espécies. Nossos resultados coincidem com o0s
trabathos de ERNEST er al. (1977) e MATUSOW (1981) que verificaram 100% de
atividade da clindamicida contra as bactérias anaerObias estritas estudadas, incluindo
espécies de Peptostreptococcus. Segundo MOENNING er af (1989) e BAKER & FOTOS
(1994), essa alta efetividade da clindamicina contra bactérias anaerobias estritas se deve ao
seu uso limitado, ¢ alertam para a problematica do surgimento de resisténcia devido ao uso

indiscriminado da droga.

Nossos resultados mostraram que a microbiota do dente tratado endodonticamente
associado & lesdo periapical € composta em sua maioria por bactérias anaerdbias
facultativas e é predominantemente Gram-positiva, sendo Enferococcus o género bacterniano
mais isolado, e Pepiostreptococcus © género mais representativo das bactérias anaerdbias
estritas  presentes. Benzilpenicilina, amoxicilina e amoxicilna + acido clavulanico
apresentaram-se igualmente efetivas contra bactérias do género Peptostreptococcus quando
comparadas a clindamicina. Entre as cepas de Enterococcus faecalis, a amoxicilina ¢
amoxicilina + acido clavuldnico apresentaram methores resultados, ou seja, menores CIMs
quando comparadas & penicilina. A amoxicilina e amoxicilina + 4cido clavulinico
apresentaram atividade antibacteriana semelhante contra Enterococcus faecalis, com CIMs
bem proximas, o que sugere que as cepas estudadas nio apresentaram resisténcia devido a
producio de beta-lactamases. Logo, em pacientes de nsco ao desenvolvimento da

endocardite bacteriana, ou quando indicada terapia antibidtica durante o retratamento
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endodéntico, os resultados do nosso trabalho suportam a escolha da amoxicilina como
primeira op¢do de droga terapéutica, por apresentar uma boa atividade antibacteriana e ser

de baixo custo.

VIGIL et al (1997) estudaram o padrio de suscetibilidade de microrganismos
isolados de lesDes periapicais refratarias ao tratamento endoddntico, ¢ ndo encontraram
evidéncias claras de resisténcia antibidtica significativa entre as cepas estudadas. Os
resultados do nosso estudo, avaliando a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas
de canais com tratamento endodOntico e lesdes periapicais persistentes, revelaram que
cepas de Enterococcus faecalis apresentaram resisténcia a eritromicina € a azitromicina.
Novas pesquisas, utilizando um nimero maior de amostras bacterianas, assim como o
estudo de outros géneros bacterianos, s30 necessarias para o maior conhecimento do padrao

de suscetibilidade das bactérias associadas ao insucesso endodontico.
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7. CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos e nas condigbes experimentais utilizadas nesse

estudo, pode-se concluir que:

1.

A microbiota dos canais de dentes tratados endodonticamente ¢ composta em Sua
maioria por bactérias anaerObias facultativas, predominantemente Gram-positivas,
representadas pelos géneros Enterococcus € Streptococcus e, em segundo plano, por
bactérias anaerobias estritas, em especial as do género Peptostreptococcus. Foram
ainda isoladas bactérias dos géneros Actinomyces, Prevotella, Staphylococcus,
Gemella, Fusobacterium, Veillonella, Lactobacillus, Propionibacterium ¢

Haemophilus.

As cepas de Enterococcus faecalis foram sensiveis a benzilpenicilina, amoxicilina e
amoxicilina associada ao acido clavulamico. Entretanto verificou-se, entre essas
cepas, resisténcia bacteriana aos antibibticos eritromicina e azitromicina. As
espécies dos géneros Peptostreptococcus foram sensiveis a benzilpenicilina, &

amoxicilina, a amoxicilina associada ao acido clavulanico e a clindamicina.
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ANEXO1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO ESPECIFICO PARA
A PESQUISA

Projeto de Pesquisa: “INVESTIGACAO DE BACTERIAS ASSOCIADAS AO INSUCESSO DO
TRATAMENTO ENDODONTICO”

A presente pesquisa visa a identificagdo de bactérias que podem ser encontradas nos canais
radiculares dos dentes com insucesso de tratamento endodontico. Descobrindo estas bactérias
iremos correlaciona-las com os aspectos clinicos como a dor, edema (inchago), exsudato
purulento (pus) e entao poderemos saber se elas estdo mesmo envolvidas nestas condigdes. Isto
podera ajudar a entendermos a base de certos sinais e sintomas de origem endodontica . Deste
trabalho podera também sugerir um nova linha de tratamento onde serdo usados métodos
antibacterianos especificos para suplementar o programa de tratamento convencional, nesses

casos de infecgdes persistentes clinicamente importantes.

A coleta de amostra € simples e faz parte do tratamento endodéntico, ndo existindo outro método
alternativo para tal. Ela consiste em colocar um cone de papel absorvente dentro do canal, no
comprimento pré-determinado através da radiografia. Este cone normalmente ¢ usado para secar
o canal. Nesta pesquisa, depois de secar o canal, ele serd colocado num meio de cultura liguido, o
qual serd posteriormente analisado microbiologicamente. O processo € indolor. Se o paciente
sentir dor, esta ndo sera devido a coleta de amostra ¢ sim a persisténcia da infecgdo nos canais
radiculares e/ ou nos tecidos penapicais. Se a manifestacio dolorosa ocomrer fora dos dias
marcados para a execugdo do tratamento, o paciente podera ser atendide no Plantdo de
Emergéncia da FOP-UNICAMP, que funciona normalmente de segunda & sexta-feira, de 8:00 as
12:00 hs e de 13:30 as 17:30 hs.

A pesquisa ndo acarretara nenhum Onus ao paciente. Se por acaso houver necessidade de
deslocamentos ou procedimentos adiclonais para coleta de amostra, além das necessarias para ©
tratamento endoddntico convencional, os gastos com este deslocamento serdo ressarcidos. Se o

paciente se recusar a participar ou retirar o seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, este



ndo serd penalizado e ndo havera prejuizo ao seu tratamento, o qual serd prosseguido
normalmente. Apesar dos resultados clinicos e microbiologicos serem divulgados publicamente,
serd preservada a privacidade do individuo quanto aos dados confidenciais que possam a ser

envolvidos na pesquisa.
TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Declaro para os devidos fins que eu, -

b3

me disponho a participar da pesquisa intitulada “INVESTIGACAO DE BACTERIAS
ASSOCIADAS AO INSUCESSO DO TRATAMENTO ENDODONTICO” ¢ permito a
divulgacdo dos dados clinicos e microbioldgicos obtidos desta pesquisa. Estou ciente dos
objetivos desta pesquisa e de todos os procedimentos e concordo com a metodologia para coleta
de amostras microbiologicas dos canais radiculares do(s) dente(s) submetido(s) ao tratamento
endodontico, na Faculdade de Odontologia de Piracicaba- UNICAMP. Estou também ciente de
minha liberdade de recusar a participar ou retirar 0 meu consentimento, em qualquer fase da

pesquisa, sem ser penalizado e sem prejuizo ao meu tratamento, o qual serd prosseguido

normalmente.

Assinatura: Local e data:
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ANEXO II — Meios de cultura
1. Fastidious Anaerobe Agar (FAA) - LAB M (Bury, UK)

1.1. Descrigdo

Meio primério de isolamento capaz de favorecer o crescimento dos anaerdbios de maiores

implicacGes clinicas.

As peptonas sdo incorporadas para a mdéxima estimulacdo de crescimento. Amido e
bicarbonato atuam como agentes desintoxicantes, enquanto a hemina favorece a producio
de pigmento nos “Bacteroides” produtores de pigmento preto. Agentes especificos de
estimulagdo de crescimento sdo os seguintes: cisteina para o Fusobacterium necrophorum,
Propionibacterium acnes e Bacteroides fragilis; arginina para Eubacterium spp.,
pirofosfato soliivel para Porphyromonas asaccharolytica. Piravato contribui a neutralizagdo
do peréxido de hidrogénio e pode ser também utilizado pela Veillonella spp. como fonte de
energia. Vitamina K ¢ succinato de so6dio fornecem fatores essenciais de crescimento para
alguns anaerobios, como também 0,1% de glicose. O nivel baixo de glicose impede a
produgio de niveis elevados de 4cidos e alcoois que poderiam inibir o crescimento

bacteriano.

1.2. Preparo

Adicionar 23,0 g do pd em 500 ml de agua deionizada. A suspensdo deve ser mantida em
repouso por 10 min. e depois agitada. E esterilizada por autoclavagem a 121°C por 15 min e
resfriada 2 47 °C. Entdo adicionar assepticamente 5% de sangue de carneiro desfibrinado,

misturar bem e distribuir nas placas de petri.



1.3. Aparéncia

Vermelho devido a adicdo de sangue. O meio fica escuro (reduzido) mais tarde devido a

adicio de redutores.

1.4. Armazenagem

Placas: até 7 dias a 4 °C no escuro.

1.5. Inoculacio

Em superficie, plaqueando para obter coldnias puras.

1.6. Incubagdo

37 °C anaerobicamente, por periodos de 48 horas e 7 dias.
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1.7. Formula

Formula g/L
Mistura de peptonas 23.0
Cloreto de sodio 5,0
Amido 1,0
Agar no. 2 12,0
Glicose 0,4
Piruvato de sodio 1,0
HCL cisteina monoidratada 1,0
Hemina 0,5
Vitamina K 0,061
L-arginina 1,0
Pirofosfato soltvel 0,25
Succinato de sodio 0,5

pH: 7,4 = 0,2
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O meio FAA pode ser seletivo para vérias espécies de anaerobios através da adigao

de antibidticos seletivos.
2. FAA + acido nalidixico (X 091) - LAB M (Bury, UK)

Este meio ¢ seletivo para anaerdbios Gram-positivos nio formadores de esporos.

Para o preparo de 500 ml de FAA, um vidro de pé de acido nalidixico {(X091) ¢
diluido em 5 mi de agua destilada, ¢ adicionado assepticamente ao meio esterilizado ¢
resfriado a 47 °C. A concentrago final de 4cido nalidixico é de 0,01 mg/ml.

3. FAA + 4cido nalidixico + vancomicina (X 090) - LAB M (Bury, UK)

Este meio ¢ seletivo para anaerébios Gram-negativos. A concentragio final de acido

nalidixico € de 0,01 mg/ml, e da vancomicina € de 0,0025 mg/ml.

4. FAA + neomicina (X 015) - LAB M (Bury, UK)

Quando adicionado ao 4gar-sangue, resultard em um meio que permite ©
crescimento de Clostridium e outros anaerdbios, como Bacteroides fragilis ¢ alguns cocos

anaerobios. A concentracdo final de neomicina é de 0,075 mg/ml.
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5. Fastidious Anaerobe Broth (FAB) - LAB M (Bury, UK)

5.1. Descri¢ao

Meio de cultura liquido capaz de favorecer 0 crescimento de bactérias anaerdbias.
As peptonas s#o incorporadas para a maxima estimulagdo de crescimento. Vitamina K,
hemina e L-cisteina sdo também fatores de crescimento para alguns anaerdbios. L-cisteina e

tioglicolato de s6dio reduzem o Eh (redox) do meio € o 4gar inibe a absor¢do do oxigénio.

5.2 Preparo

Dispensar 14,85g do p6 em 500 mL de 4dgua deionizada. A mistura ¢ dispensada em
tubos que sdo deixados semiabertos durante a esterilizacdo, que ¢ feita por autoclavagem a

121°C por 15 min. Os tubos sao fechados o mats répido possivel apés a autoclavagem.
5.3 Aparéncla

Amarelo claro.
5.4 Armazenagem

Em tubos com tampas, até 3 meses a 15-20 °C no escuro.

5.5 Inoculacgio

Se usado como meio de cultura com sangue, uma diluigio minima de 1:10 deve ser

usada.
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5.6 Incubagio

37 °C por 24-72 horas. Tubos bem fechados.

5.7. Férmula

Férmula oL
Mistura de peptonas 15,0
Cloreto de so6dio 25
Extrato de levedura 1.0
Agarno. 1 0,75
L-cisteina 0,5
Hemina 0,005
Vitamina K 0,005
Resazurina 0,001
Bicarbonato de sodio 0,4

pH: 7.4 + 0,2
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6. Brucella Agar

6.1 Descricao

As peptonas sio incorporadas para a maxima estimulacdo do crescimento
bacteriano. A glicose fornece fatores essenciais de crescimento para alguns anaerobios. O
nivel alto de glicose impede a producdo de niveis elevados de acidos e de alcoois que

poderiam inibir o crescimento microbiano. O 4gar inibe a absorc¢do do oxigénio.

6.2 Preparo

Dispensar 22,5 g do pé em 300mL de dgua deionizada, adicionar 500uL da solugdo
de hemina (Smg/ml) ¢ 500uL da solucio de vitamina K (I mg/mL), as quais sio
preparadas previamente ¢ sdo adicionadas a0 meio para melhorar o crescimento de alguns
microrganismos. Misturar todos os igredientes e agitar a suspensio, que ¢ esterilizada por
autoclavagem a 121°C por 15 min e resfriada a 47 °C. Entédo adicionar assepticamente 5%
de sangue de cameiro desfibrinado, misturar bem e distribuir nas placas de petri.

6.3. Aparéncia

Vermelho devido a adicfo de sangue. O meio fica escuro apés acrescentar a hemina.
6.4. Armazenagem

Placas: até 7 dias a 4 °C no escuro.

6.5. Inoculacio

Em superficie, plaqueando para obter colonias puras.
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6.6. Incubacio

37 °C anaerobicamente, por periodos de 48 horas e 7 dias.

6.7. Férmula

Férmula g¢/L
Peptonas 10,0
Extrato de came 5,0
Cloreto de sodio 5,0
Glicose 5,0
Agar 15,6
pH: 7.5 £ 0,2
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7. Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxo1d, Unipath Ltd, Basingstoke, Inglaterra)

7.1. Descricao:

Meio para testes de sensibilidade antimicrobiana onde pode se utilizar todas as
técnicas estandardizadas reconhecidas internacionaimente como por exemplo o método de
difusdo usando discos ou pocos. Este meio, usade na técnica de Bauer-Kirby, foi adotado
pelo "National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS) nos EUA como um
meio ideal para teste de suscetibilidade. O meio tem uma pequena quantidade de timina e
timidina, permitindo seu uso nos testes de trimetropim e sufonamida para assegurar 0s
tamanhos corretos dos halos de inibicdo obtidos pelos antibidticos aminoglicosideos €
tetraciclina. Fol originalmente formulado como um meio para isolamento de espécies

patogénicas de Neisseria.

7.2 Método para reconstituigio:

Dispensar 19,0 g do po em 500 mL de 4gua deonizada. A suspensdo deve ser
mantida em repouso por 10 mm e depois agitada. E estenilizada por auloclavagem a 121°C

por 15 mm e resfriada a 47°C. Misturar bem e distribuir nas placas de petri.

73 Aparéncia: Amarela clara (sem sangue)

74 Armazenagem do meio preparado

Placas:até 7 dias a 4 "C no escuro
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7.5 Inoculacio

Em superficie, de acordo com o NCCLS.

7.6 Incubagio

37°C aerobicamente por 16-18 h

7.7. Formula

g/'L

Carne de vaca, de infusdo desidratada
Hidrolisado de caseina

Amido

Agarno. 1

lons calcio

lons magnésio

pH: 7.4+ 0,2

144

300,6

17,5

1,5

17,0

50-100 mg/L
20-35 mglL
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ANEXO IIT - Meio de transporte VMGA I - Viability Medium Géteborg Agar (descrito
por DAHLEN et al., 1993)

1. Descricdo

Meio de transporte para amostragens pequenas como, por exemplo, com ponta de papel

absorvente. Apresenta uma consisténcia semi-solida em temperatura ambiente e semi-fluida
acima de 30 °C.

2. Preparo

Solucéo 1

Agua destilada estéril 540 mL
Triptose (DIFCO, Detroit, EUA) 0,5¢

Thitone e Peptone {BBL, Cockeysville, EUA) 05¢g

Dissolver com agitacdo e aquecimento.

Solugdo 2
Agua destilada estéril | 50 ml
Bacto agar 4% (DIFCO, Detroit, EUA) 2g

Autoclavar a 121 °C por 20 minutos.

Solugdo 3

Agua destilada estéril previamente aquecida 300 mi.
Gelatina (DIFCO, Detroit, EUA) 0,5¢
Dissolver com agitacdo e aquecimento.

4. Acido tioglicolico (SIGMA, St Louis, EUA) 0,5 mL
5. Solugao dos sais de estoque™ 100 mL

6. Solugéo de cisteina
[-cisteina-dihidroclorito (SIGMA, St Louis, EUA) 05¢

=]

Agua destilada estéril

10mL
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Misturar as solugdes 1, 2 ¢ 3 em um frasco de 2 L, na manta. Resfriar a 45-50 oc.
Adicionar a mistura 100 mL da solucdo de estoque de sais*. Adicionar 0.5 mL de acido
tioglicolico. Aquecer a solucdo por 5 minutos até que a cor azul desapareca (fica amarelo
depois que ferve). Resfriar em dgua moma sob fluxo de N> . Levar para a camara de
anaerobiose. Adicionar 10 mL da solucdo de cisteina. Ajustar o pH 7,2 com uma solugdo
de 8 M NaOH + 8 KOH. Colocar 1 mL da solugdo em cada tubo de Eppendorf e deixar
Jevemente aberto. Permitir que os tubos fiquem na cabine de anaerobiose por pelo menos 2
horas. Depois de remover os tubos da cabine, feche-os firmemente. Autoclavar em 115 °c

por 20 minutos.

*Sais de estogue

1. Agua destilada estéril 300 mi
Acetato de fenilmercuriocromo 05¢

Dissolver em banho-maria durante a noite a 56 °C.

2. Agua destilada estéril 200 ml
Glicerofosfato de sodio 05¢

Dissolver aquecendo levemente na manta

3. Agua destilada estéril 300 ml
Cloreto de calcio hidratado (CaCl:.6 H,O) 1,6g
Cloreto de potassio (KCl) 42 ¢
Cloreto de sodio (NaCl) 10,0 g

Sulfato de magnésio hidratado (MgSO,. 1,0g
7H,0)

Misturar a solucdo 1,2 e 3 bem dissolvidas e resfriadas em uma proveta graduada e
adicionar dgua destilada estéril até completar o volume de 1000 mL. Adicionar 0,03 g de

azul de metileno, e colocar em frascos de 100 mL de soluclo de sal.
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ANEXO IV - Camara de anaerobiose

A camara de anaerobiose consiste em uma camara de incubacio, feita de resina
acrilica e tem a capacidade de armazenar placas de petri de até 180 x 90 mm. O acesso &

cabine feito atraveés de portas com luvas de borracha.

Um controlador de temperatura digital indica e matém uma temperatura constante

no interior da cabine.

A cabine utiliza o sistema “Anotox” e o catalisador Palladium Deoxo “D” para
manter anaerobiose estrita dentro da cabine e evitar a formacio de metabdlitos volateis
toxicos. A fungdo do “Anotox” ¢ purificar a atmosfera pela remog¢do de dcidos graxos
volateis e hidrogénio sulfurico da atmosfera. A func¢io do catalisador Palladium Deoxo “D”
¢ catalisar rastros de oxigénio dentro da camara via hidrogénio, o qual tambem estd dentro
da cimara. O vapor de dgua produzido pelo catalisador € removido automaticamente por
um sistema de controle de umidade. O catalisador Palladium Deoxo “D” € o “Anotox”
devem ser trocados uma vez por ano no servigo de manutencdo. Se eles ficarem muito
nmidos durante o uso, devem ser removidos e secados. O “Anotox” que ¢ feito de maternal
plastico deve ser seco numa incubadora com temperatura de 37°C — 60°C por algumas
horas. O saché catalisador que ¢ feito de aco inoxidavel deve ser seco em forno a 160 °C por

uma ou duas horas.

O controle de anaerobiose no interior da cabine € feito com uma solucdo de azul de

metileno ou outro indicador de redugdo de oxigénio.

A cabine apresenta um controle de umidade que permite que qualquer excesso de

umidade condensada nas placas seja canalizada para fora da cimara.

A iluminacio na cabine é feita por luzes fluorescentes.
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ANEXO V — Kits de identificacdo bacteriana

1. Api 20 Strep

1.1. Descricdo

Api 20 Strep ¢ um metodo padronizado que combina 20 testes bioquimicos que
permitem a identificaglo, em grupos ou espécies, da matioria dos Strepfococcus encontrados

na microbiologia médica.

A fita do Apit 20 Strep consiste em 20 microtubos contendo substratos desidratados

para deronstracgdo da atividade enziméatica ou fermentagdo de agucares.

Os testes enzimaticos sdo inoculados com uma suspensao densa de microrganismos,
feita de uma cultura pura, que ¢ utilizada para reidratar os substratos enzimaticos. Os
produtos metabdlicos finais produzidos durante o periodo de incubagio sdo revelados
através de reacdes caracterizadas por alteragdes cromaticas que ocoItem espontaneamente

ou por adi¢gdo de reagentes.

Os testes de fermentacdo s@o inoculados com um meio enriquecido (API GP
Medium) que reconstituem os substratos de aglicares. A fermentacio de carboidratos €

detectada por uma mudanca no indicador de pH.

As reagdes sio lidas de acordo com o quadro de leitura do manual do fabricante, € a

identificacio obtida no catalogo “Api 20 Strep Analytical Profile Index”.



1.2.

Materiails

Um Kit contém:

25 fitas AP120 STREP

25 caixas para incubagio

25 ampolas de APT GP Medium
25 folhas de resposta

2% swabs

Produtos adicionais que ndo estdo inchiidos no Kit:
Meio para suspensdo: Suspension Medium, 2 ml
Reagentes: NIN, VP 1, VP2, ZYM A, ZYM B
Padrao de McFarland

Pipetas platicas

Oleo mineral

Catalogo: Api Staph Ana}yt.ical Profile Index
Rack para ampolas

Placas de dgar-sangue

Equipamentos laboratoriais requendos:

L]

Estufa de incubacgio a 37 °C
Refrigerador
Bico de Busen

Cabine ou jarra de anaerobiose
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1.3. Procedimentos para identificagdo

Microrganismos sao cultivados em placas de dgar-sangue por 18-24 horas a 37 °C, em
condicdes aerobicas ou anaerobicas, de acordo com as melhores condi¢des de crescimento
das amostras. A cultura pura foi anteniormente confirmada pela morfologia ¢ coloragio do
Gram, producgdo de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos permitem a
identificacdo primaria das amostras como cocos Gram-positivos, catalase negativa e

anaerobios facultativos.

Um swab estéril de algodae ¢ utilizado para inoculagio da bactéria no meio para
suspensdo “Suspension Medium” ou em agua destilada estéril, para formar uma suspensdo

bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrao de McFarland 4.

Cinco mL de dgua sdo colocados no recipiente de incubacdo para manter a umidade da

atmosfera e a tira do Api Staph ¢é colocada dentro da caixa.

Uma pipeta estérl ¢ entdo utilizada para preencher os microtubos da tira do Api Strep
com o in6culo bacteriano preparado até a metade da fita (até o teste da arginina-ADH). A
seguir, abre wma ampola de “API GP Medium” e transfere o resto da suspensio para dentro
dela, mistura bem, e preenche a segunda metade da fita (testes de ribose-RIB até

glicogénio-GLYG). O recipiente para incubagio ¢ tampado, e incubado a 37 °C por 4 horas.

Apos o periodo de incubagio, sdo adicionados os reagentes VP 1 ¢ VP 2 no teste do
piruvato de sédio (VP); ZYM A ¢ ZYM B no teste de PYRA até LAP, ¢ NIN no teste HIP.
Todas as reacOes sdo lidas baseadas em cores que sfio classificadas como reagdes positivas
e negativas de acordo com o quadro do item 1.4. Os resultados sdo colocados em uma folha
de resposta, 0s nimeros correspondentes as reacdes positivas sdo somados, e os codigos
numeéricos obtidos correspondem a uma determinada espécie bacteriana e s3o interpretados

no catalogo “Api Strep Analytical Profile Index™.



1.3. Quadro de interpretagdo do Api Strep

TESTS SUBSTRATES REACTIONS/ENZYMES RESULTS
NEGATIVE | POSITIVE
VP 1+ VP 2 /wait 10min (3}
Vi Pyruvate Acetoin production Coloriess ! Pink-Red
NIN / wait 10 min
HiP Hippurate Hydrolysis Colorless/Paie biue Dark blue/Viclet
4 hrs. 24 hrs. 4 hrs. 24 hrs.
ESC Esculin 8-glucosidase Caloriess Coloriess Black Black
Pale yellow Pale yeliow Gray
Light grey
IYMA + ZYM B/ 10 min (PYRA to LAP) (1)
if necessary, decolorize with intense fight
PYRA | Pyrrolidonyt 2 naphthylamide { Pyrrolidony! aryiamidase | Colorless or very pale orange Orange
aGAL i:%i;:;j;i?:;lﬁide o-galactosidase Coloriess Violat
pGUR gi_%p-gtl:iiig; p-glucuronidase Coloriess Biue
PGAL ;:;:ggg;ji-ii o B-galactosidase Colorless or very pate violet Violet
PAL | Z-naphthyi phosphate Alkaline phosphatase Eglﬂo;s:;s_cm;;;; ;aml“e_;gle_t wwwwwwww W ?D?;t— ﬁﬁﬁﬁﬁ
LAP | L-leucine-2-naphthylamide Leucine arylamidase T Ea;l;s;_ I _O;;r?gg mmmmm
ADH | Arginine Arginine dihydrolase Yellow Red
4 hrs 24 hrs. 4 hrs. 24 hirs.
RIB [ Ribose Acidification Red Orange/Red | Orange/Yellow Yeliow
ARA | L-Arabinose Acidification Red Orange/Red | Orange/Yellow Yellow
MAN | Mannitol Acidification Red Crange/Red | Orange/Yellow Yeliow
SOR | Sorbitot Acidification Red Orange/Red | Orange/Yeliow Yeliow
LAC | Lactose Acidification Red Orange/Red | Orange/Yellow Yelow
TRE | Trehalose Acdification Red Orange/Red | OrangefYellow Yelow
INU  [inulin Acidification Red Grange/Red ; Orange/Yellow Yeliow
RAF { Raffinose Acidification Red Orange/Red | Orange/Yeliow Yeliow
AMD | Starch 2) Acidification Red Orange/Red | Orange/Yellow Yellow
GLYG | Glycogen Acidification Red or Crange Bright yellow
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2. Api Staph
2.1. Descri¢ao

Api Staph (# 20 300) é um sistema de identificacdo dos géneros Staphlococcus e
Micrococcus utilizando testes bioquimicos padronizados. O sistema consiste de uma tira
contendo substratos desidratados em microtubos individuais. Os testes sdo realizados
adicionando a cada tubo uma aliquota do meio “Api Staph Medium” que foi inoculado com
a amostra bacteriana a ser estudada. Cada Kit contém 25 tiras, recipientes para incubacio,
ampolas de “Api Staph Medium”, folhas de resultados e um manual do Kit. A identificacio

das amostras pode ser interpretada no catalogo “Api Staph Analytical Profile Index”

(bioMeriéux, ref. 20 590).
2.2 Materiais

Produtos adicionais que ndo estdo incluidos no Kit:
s Reagentes: VP 1, VP2, NIT I, NIT 2, ZYM A, ZYM B
e Padrio de McFarland
e Pipetas platicas
¢ Swabs estereis

e {leo mineral

[ ]

Catalogo: Api Staph Analytical Profile Index
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2.3. Procedimentos para identificacio

Microrganismos sio cultivados em placas de agar-sangue por 18-24 horas a 37 °C. a
cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloragio do Gram, producio
de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos permitem a identificagdo primarna
das amosiras como cocos Gram-positivos, catalase positiva e aerObios ou anaerdbios

facultativos (Fig. V.2).

Um swab estéril de algodao ¢ utilizado para inoculacio da bactéria no meio Hiquido
“Api Staph Medium™ para formar uma suspensio bacteriana homogénea com a turbidez

equivalente ao padrdo de McFarland 0,5.

Cinco mL de 4gua sio colocados no recipiente de incubagdo para manter a umidade da

atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa.

Uma pipeta estéril ¢ entdo utilizada para preencher os microtubos da tira do Api Staph
com o indculo bacteriano preparado no “Api Staph Medium”, evitando a formagdo de
bolhas. Apos preencher toda a tira, os tubos contento os testes da arginina (ADH) e uréia
(URE) sdo preenchidos com ¢leo mineral para promover anaerobiose. O recipiente para

incubagio é tampado, e incubado a 37 °C por 18-24 horas.

Apds o periodo de incubacdo, sdo adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 no teste do
piruvato de soédio (VP); NIT 1 e NIT 2 no teste do nitrato de potassio (NIT); e ZYM A e
ZYM B no teste do acido B-nafitil fosfato (PAL). Todas as reagdes sdo lidas baseadas em
cores que sdo classificadas como reagdes positivas € negativas de acordo com o quadro do
item 2.4. Os resultados sdo colocados em uma folha de resposta, os numeros
correspondentes as reacbes positivas sdo somados, € os codigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sdo interpretados no catilogo “Api

Staph Analytical Profile Index”.
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2.4. Quadro de interpretacdo do Api Staph

TESTS | SUBSTRATE REACTIONS 7 ENZYMES RESULT
NEGATIVE POSITIVE
9 No subsirale Negative control red —
GLU D-Glucose (Positive coniroh
FRU | D-Fructose
MNE {D-Mannose
MAL 1 Maltose Acidification due to
LAC liLactose caghohydrate utilization red yellow
TRE {D-Trehalose
MAN | D-Manniol
XLT | Xyiitol
MEL | D-Melibiose
NIT 1+ NIT 2710 min
NIT | Potassium nitrate Reduction of nitrale to nitrite colorfess-light pink l red
IYMA+ZYMB/ 10 min
pAL | R-naphthyi-acid phosphate | Alkaline phosphatase yehow ] violet
VP 1+ VP 2/10 min
VP Sodium pyruvaie Acetyl-methyl-carbingl production coloriess violet-pink
R&F [ Raffinose
XYL | Xylose
SAC | Sucrose Acidification due to red yeliow
MDG | a-methyl-D-glucoside carbohydrate utilization
NAG | N-zcetyl-glucosamine
ADH | Arginine Arginine dihydrolase yellow orange-red
URE |Urea Urease yellow red-violet
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3.RapidID 32 A
3.1. Descricdo

Rapid ID 32 A é um sistema de identificagio para anaerdbios utilizando testes
enzimaticos estandardizados e em miniauturas. Cada Kit contém 25 fitas, recipientes para
incubacio, folhas de resultados ¢ um manual do Kit. Cada fita consiste de 32 capulas, 29
das quais s@o utilizadas para testes e contém substratos desidratados. Apds o periodo de
incuba¢do de 4 horas, as reagdes podem ser lidas visualmente, ¢ a identificagio obtida

usando o catdlogo “Rapid ID 32 A Analytical Profile Index.”
3.2. Materiais

Produtos adicionais que nio estio inchiuidos no Kit:
e Meio para suspensio: Suspension Medium, 2 ml
¢ Reagentes: JAMES, NIT I, NIT 2, FB
e Padrido de McFarland
e Pipetas
» Swabs estéreis
e Oleo mineral
s Catalogo: Rapid ID 32 A Analytical Profile Index

e Placas de agar-sangue com suplementos para o crescimento de bactérias anaerobias.

Equipamentos laboratoriais requeridos:
e FEstufa de incubagdo a 37 °C

o Refrigerador

¢ Bico de Busen

s (Cabine ou jarra de anaerobiose
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3.3. Procedimentos para identificacio

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

requerimento gasoso.

Um swab esteril de algoddo € utilizado para inoculacdo da bactéria no meio Iliquido
“Suspension Medium™ ou em agua destilada estéril para formar uma suspensdo bacteriana

homogénea com a turbidez equivalente ao padrdo de McFarland 4,0.

Uma pipeta estéril ¢ entdo utilizada para preencher as cipulas com o indculo
bacteriano preparado no “Suspension Medium”. Duas gotas de oOleo mineral sdo
adicionadas a cupula URE (1.0). O recipiente para incubacio é tampado, e incubado a 37 °C

anaerobicamete por 4 horas.

Apos o periodo de mcubacdo, sdo adicionados os reagentes NIT 1 e NIT 2 no teste do
NIT (chpula 0.0) para verificar a reducio de nitratos; JAMES no teste IND (ctipula0.1) para
verificar a producio de indol; e FB nos testes de PAL a SerA (cipula 0.2 a 0.E). Todas as
reacdes sfo lidas baseadas em cores que sdo classificadas como reagdes positivas ¢
negativas de acordo com o quadro do item 3.4. Os resultados sdo colocados em uma folha
de resposta, os numeros correspondentes as reacOes positivas sdo somados, e 0os codigos
numéricos obtidos correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sdo interpretados

no catalogo “Rapid ID 32 A Analytical Profile Index”.
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3.4. Quadro de interpretagdo do Rapid ID 32 A

CUPULE TEST REACTION RESULT
NEGATIVE POSITIVE

1.0 URE UREase

o o . yeliow red
1.1 ADH Arginine DiHydrolase
1.2 alGAL | alpha GAlactosidase
1.3 BGAL ibeia GAlactosidase
14 BGP beta Galactosidase 8 Phosphale
1.5 aGLU |alpha GlLUcecsidase colorless yellow
1.6 fGLU | beta GLUcosidase
1.7 aARA ialpha ARAbinosidase
1.8 BGUR | beta GlucURonidase
19 BNAG | beta N-Acetyl-Glucosaminidase
1.A MNE MaNnosE fermentation
1.B RAF RAFfinose fermentation red yellow-orange
1€ GDC | Glutamic ac. DeCarboxyiase yellow-green biue
1.D afFUC | alpha FUCosidase colortess - . yelow
1E Empty cupules
1.F

NIT1+NT2/5min-<10min
0.0 NiT Reduction of NiTrates colorfess ! red
JAMES /5 min - < 10 min
0.1 IND INDole Production colortess l pink
FB /S min - <16 min
02 PAL Phosphatase ALcaline colorless I purple
FB8 /5 min - < 10 min {ArgA —> SerA)

03 ArgA | Arginine Arylamidase
04 ProA | Proline Aryiamidase
0.5 LGA Leucyl Glycine Arylamidase
0.6 FPheA | Phenylalanine Arylamiidase
07 f{euA |Leucine Arylamidase
0.8 PyrA Pyroglutarnic ac. Arylamidase coloriess orange
09 TyrA | Tyrosine Arylamidase pale orange
0A AlaA Alanine Arylamidase
0.8 GivA Giycine Arylamidase
0.C HisA Histidine Arylamidase
0D GGA Glutamy! Glutamic ac. Arylamidase
0E SerA | Serine Arylamidase
O.F Empty cupule
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4. RapID ANA 11

UNICAMp
[ R el T
EAESSINLU RN {.Jﬁ -

4.1 Descrigcdo:

O sistema RaplD ANA II ¢ um método miniaturizado empregado para identificaco
bioguimica de substratos crornogénicos € convencionais, neste caso, de bactérias anaerébias

clinicamente significantes.

Cada”kit” consiste de 20 recipientes para testes de RapID ANA I, bloco de
anotagdes para os resultados, manual de instru¢des, manual de dados (RaplD ANA 1I

Systern Code Compendium) e 1 frasco de reagente RaplD ANATL.

Cada recipiente de RaplD ANA T1I contém 10 cavidades com reagdes (reagdes
dehidratadas) e proporciona 18 scores de teste. As cavidades de 3 a 10 sd3o bifuncionais,
contendo 2 testes diferentes na mesma cavidade. Teste bifuncional significa que o primeiro
score ¢ obtido sem adicdo do reagente, mostrando o primeiro resultado do teste. Na mesma
cavidade é observado outro score com a adi¢do do reagente fornecendo o resultado do

segundo teste. A identificagdo € obtida apos 4 horas de incubagio.

O recipiente de teste RapID ANA TI e treagentes devem ser estocados a 2-10° C. O
fluido para inoculag¢do RaplD (RapID Inoculation Fluid), deve ser estocado a 15-30° C, na
embalagem original.

4.2 Materiais:

a) 25 tubos fechados contendo em cada 1 mL de fluido de inoculagio RapID (#25-102)
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Agua deionizada. . .cooocoovoeii e e 1000 mL

PH: 7.5-9,5.

b) 1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Spot Indole (#30-9002).

¢) 1 frasco contendo reagente suficiente para 20 recipientes de RapID ANA TI Reagent

Ingredientes reativos:

3-fenil 4-metillaninoacroleln. oo e 0,01 %
Acido BIdroclori@ico. v e 0,1%
AcIdO ACEHICO. ot e e ee et ne e aaeaas 1%

| B TS = 11U OSSO ST OP SOV ORISR 0,1 %

d) Swabs estéreis

e) Pipetas estéreis.

f) Padrdo McFarland: 3

g) Placas contendo FAA + 5% de sangue de carneiro desfibrinado.

h) Jarras para anaerobiose + gerador de anaerobiose (Anaerogen-OXOID, Hampshire-

Inglaterra) + indicadores de anaerobiose (OXOID, Hampshire-Inglaterra) ou Cimara de

anaerobiose.
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4.3 Procedimentos para identificagio:

(s microrganismos sio subcultivados em placas contendo FAA + 5% de sangue de
carneiro por 18 a 24 horas a 37° C. As culturas puras sdo primariamente checadas pela

morfologia da coldnia, coloragdo de Gram, producio de catalase e requerimento gasoso.

Um swab esteril ¢ usado para inoculagio das colonias bacterianas no fluido de
inoculacio RapID. A suspensdo do microrganismo que serd testado deve atingir no minimo
o equivalente ao padrao MacFarland 3 (uma suspensdo com turbidez menor que o padrdo
MacFarland 3 pode comprometer o desenvolvimento do teste). As suspensdes sdo agitadas
(se necessario) € usadas até 15 minutos do preparo. A pelicula de prote¢do do recipiente €

devidamente deslocada para a inocula¢io bacteriana.

Uma pipeta estéril € introduzida na suspensio bacteriana e todo o contelido é
transferido para o recipiente de teste, na cipula do canto direito superior. O recipiente para
teste ¢ entdo selado novamente pela pelicula de protecio, mantendo-o em posicio
horizontal em superficie plana. Este é gentilmente inclinado, de forma que a suspensio seja
distribuida uniformemente nas cupulas superiores. Em seguida o recipiente ¢ mclinado

aproximadamente 45° C durante 4 horas.

Apds a incubagdo do recipiente, cada cavidade ¢ examinada quanto a reacdo

enzimatica, observando presenca ou auséncia de coloracgio, sendo este o primeiro resultado.

Ao adicionarmos os reagentes bnas cavidades de teste especificas, obtém-se ©

segundo resultado, através da reacio do reagente e observando-se a alteracdo de cor.

O resultado obtido € comparado com o padrio, que ¢ encontrado no manual de

dados.
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4.4 Quadro de interpretagio do RapIDD ANAII

Cavity Tast Reaction
No. Code Reagent Positive Negative
BEFORE REAGENT ADDITION
1 URE Nong Red or Purple Yellow to vrange
2 BLTS
3 2ARA
4 ONPG
5 aGll . None Medium or Clear, tan or
& BGLU bright yellow very pale yellow
7 aGAL
8 aFuUC
9 NAG
10 PO4
AFTER REAGENT ADDITION
3 LGY
4 GLY
5 PRO RapiD Purpie, violet Yellow, crange
8 PAL ANA I red or dark pink or pale pink
7 ARG REAGENT
8 S8ER
g PYR
10 IND Innova Spot  Blue or Any other color
Indole blue-green
Reagent
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5. RapID NH

5.1 Descrigao:

O sistema RaplD NH (# 1-1001), € um método miniaturizado qualitativo empregado
para identificacdo de espécies clinicamente significantes de Neisseria e Haemophilus,

Eikenella e Actinobacillus, através de substratos convencional e cromogénico.

Cada “kit” consiste de 20 recipientes para testes de RapID NH, blocos de anotagdes

para os resultados e um manual de instrugoes.

O recipiente para teste do RapIDD NH contém 10 cavidades para rea¢des {com
enzimas dehidratadas), que proporciona 12 “scores” para os testes, € se necessario, um
décimo terceiro “score” dew teste (NO7). As cavidades de teste 8, 9 ¢ 10 sdo bifuncionais
contendo 2 testes diferentes na mesma cavidade. O primeiro teste € obtido sem adigo do
reagente, fornecendo o primeiro resultado. Na mesma cavidade ¢ adicionado o reagentew
que fornece o segundo resultado. Os testes bifuncionais sdo distintos e ndo necessariamente
relatados.

Apos 4 horas de incubacdo, as reacdes sdo obtidas através da Jeitura visual
Identificagdes sdo sdo realizadas usando cada “score” de teste individual, em conjunto com
as informacdes obtidas através da morfologia da colonia, coloragdo de Gram, produgio de
catalase e requerimento gasoso. O resultado padrdo do “score™ positive e negativo ¢ usado
como base para identificacfo do teste isolado pela comparagio dos resuitados obtidos com
com o resultado padrdo que é encontrado no manual de dados (RapID NH System Code

Compendium).
O recipiente de teste RapID NH e reagentes devem ser estocados a 2-10° C. O flaido

parsa inoculagdo RaplD (RapiD Inoculation Fluid), deve ser estocado a 15-30° C , na

embalagem original.

177



5.2 Materiais:

a) 25 tubos fechados contendo em cada 1 mL de fluido de inoculagdo RaplD (#25-102)

2 S OO OSSO ORRR 7.5¢

- O] TSSO U SO OOV OO RSO OR 0,5g

Agua deionizada. ... 1000 mL
PH: 7,5-9,5.

b) 1 frasco contendo 15 ml de reagente Innova Spot Indole (#30-9002).

¢) 1 frasco contendo 15 ml de reagente Innova Nitrate Reagent A (#30-9003).

d) 1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Nitrate Reagent B (#30-9004).

e) Swabs estéreis.

f) Placas contendo FAA + 5% de sangue de camneiro desfibrinado.
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3.3 Procedimentos para 1dentificacio:

Os organismos sio subcultivados em placas de agar (Columbia) com 5% de sangue
de cavalo por 18-24 horas a 37°C. A pureza da cultura é primariamente checada pela
morfologia da coldnia, coloracido de Gram, producio de catalase e requerimento gasoso.
Um swab de algoddo estéril é usado para inocular as colénias bacterianas no RaplID
Inoculation Fluid, até obter-se uma suspensio leitosa com turbidez equivalente ao
McFarland 3 (suspensdes preparadas com turbidez inferior a0 McFarland 3 podem
comprometer o resultado do teste). A suspensdo € agitada no Vortex, devendo ser utilizada

dentro de 15 minutos.

A tampa da cartela € aberta para que seja feita a inoculagfo bacteriana.
Uma pipeta estéril € usada para transferir todo o indculo preparado (RapID Inoculation
Fluid + bactérias) para a cartela que contém as enzimas reagentes. O inoculo € depositado
na cupula do canto superior direito. A cartela é fechada novamente e inclinada para o lado
de forma que o indculo seja distribuido uniformemente por todas as cupulas. A cartela é em
seguida inclinada cerca de 45° para o lado oposto fazendo com que a suspensio bacteriana
escoe para as cavidades que contém as enzimas reagentes. Volta-se a cartela a sua posi¢io

horizontal. A cartela € entdo incubada em aerobiose a 37°C por 4 horas.

Apos a incubagio da cartela cada cavidade € examinada quanto & reacio enzimatica

observando presenca ou ausencia de coloracdo, sendo este o primeiro resultado.
O segundo resultado € obtido apds a adigdo dos reagentes.

O resuitado obtido € comparado com o padrdo, que é encontrado no manual de

dados.
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5.4 Quadro de interpretagio do RapID NH

B T e

Cavity Test REACTION
Mo. 7 Cod_t-':’_ o Reagent Posilive Negative Comments
BEFORE REAGENT ADDITION:
1 PRO Any development of a
2 GGT Nene Y ellow Clear or Tan YELLOW color shouid be
3 ONPG scored POSITIVE
Only a YELLOW or yellow-
4 GLU None Yeliow of yellow Red or orange orange color 1s POSITIVE
5 suc orange Red or dark orange is
negative test
The development ol a
YELLOW or YELLOW-
ORANGE color throughout
the well should be scored
& EST None Yellow or yellow- Hed or orange POSITIVE . A red layer may
orange form on the top of the well.
Gently shake the panel to mix
and score as outhied.
ONLY the development of a
7 RES None Pink Purple, biue or significant PINK color is a
viotet POSITIVE test
Only the development of a
8 PO4 None Yelow Ciear, tan, or signdficant YELLOW color
: very pate yeliow should pe scored POSITIVE
Oniy the development of a
9 ORN None Red Yellow or orange RED color should be scored
as POSITIVE.
Only the development of a
10 URE Nane Red of reddish Yeliow of hight AED color should be scored

violet

AFTER REAGENT ADDITION:

Allow atleast 1 minule, but no more than 5 minules o coltr development

lead to color development in negative lest cavilies

ofange as POSITIVE.

Prolonged slanding of tests afier reagent addiion may

8 NO2 Nitrate A Reagent  Clear nr straw Red or pink ANY development of a RED or

Nitrate B Reagent PINK coloris a NEGATIVE test

ANY development of a RED or

9 NO3 Nitrate A Reagent Red or orange Yeliow ORANGE coloris a POSITIVE
Nilrate B Reagent lest

10 IND Spot indole Reagent Brown, black or QOrange or red ANY developmentof a BROWN

darkening

or BLACK is a POSITIVE test
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Figura V.5. Kit RaplD NH
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ANEXO VI - Aspectos clinicos, radiograficos e achados microbiologicos de 30 dentes com tratamento endodéntico prévio

Caso | Dente | Sexo | Rest. | D [DP | DAP | Ed { LP | 8/ | Exs | Fist | Mob | Lim.Obt, | Qual. Bactérias
no. M {mm) Obt,
1 22 F NR | N | N N N|Sj§|s - N N 3-5 B S, sanguis
2 4] M RP N N N IV A - N N 3-5 R S. sanguis
3 32 M RP N | N N NI SIS - N N 0-2 B -
4 12 F RD N § N N N} S| S - N N 0-2 R 8. salivarius
5 22 F RP N N N N S M P 8 N 0-2 R 8 mitis, E. faecalis, A. naesfundii
6 15 F RD S N ) Ny S| M| H N N 3-5 B P, micros, P. prevotii
7 14 M RP N | N N N| S| S - N N 0-2 B -
8 I F NR S S S N|[S|S - N 5 0-2 B P. saccharolyticus
9 46 M RD N | N N NI S| M H N N 0-2 R Propioni. acnes, E. faecalis
10 22 F RP N | N N N S S - N N 3.5 B -

Rest = Restauragdio; NR = Nio-restaurado; RD = Restauragdo definitiva; RP = Restauragio provisoria, D) = Dor; DP = Dor prévia;
DAP = Dor a percusso; Ed = edema; LP = Les#io periapical, S/M = § (seco) ou M (molhado); Exs = exsudato, P = purulento, H =
hemorragico, C = claro; Mob = Mobilidade; Lim. Obt.= limite apical da obtura¢fio em relagfo ao dpice; Qual. Obt. = qualidade da
obturagfio; B = boa; R = ruim.
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Aspectos clinicos e achados microbioldgicos de 30 dentes com tratamento endoddntico prévio {continuagfio)

Caso | Dente | Sexo | Rest [ D | DP | DAP | Ed | LP | S/M | Exs | Fist | Mob Lim, | Qual Bacterias
no., Obt, Obt,
{mm)
it 43 M RD N N N N 8 S . N N 3.5 R -
12 it F RD N N N N 5 N - N N 3-5 R P. buccae, P. micros, L. acidophilus,, E.
Jaecalls
13 21 F NR 5 S S N S M H N N 3-5 R P. intermedia, P. melaninogenica, P.

corporis, F. necrophorum, P. prevotii, P,
magnus,, S. constellatus, , k. faecalis, S.
lentus

14 45 F NR | S | S S N[S | M P N S 0-2 B Veillonella ssp, S. mutans, L. acidophilus,

Candida spp.
15 31 M RD | N | N N NI S ) - N N 0-2 B -
16 22 F RD N N S N S S - N N 0-2 R 8. mitls, 8. anginosus, G. morbillorum
17 44 F RD | § } 8 5 St 8 S - N 5 0-2 B -
18 13 M RD | N | S 5 NS S - N N 3-5 B E. faecalis
19 46 M NR I N[ S N N | S M H N N =5 R P. buccae, P. loescheii, A. naestundii
20 12 F RD | N | N N N | S S - N N 0-2 R E. faecalis

Rest = Restauragfio; NR = N#o-restaurado; RD = Restaurago definitiva; RP = Restauragio provisdria D = Dor; DP = Dor prévia;
DAP = Dor a percussfio; Ed = edema; L.P = Lesdo periapical, S/M = § (seco) ou M (molhado); Exs = exsudato, P = purulento, H =
hemorragico, C = claro; Mob = Mobilidade; Lim. Obt.= limite apical da obtura¢fio em relagfo ao apice; Qual. Obt.= qualidade da
obturac¢do; B = boa; R = ruim.
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Aspectos clinicos e achados microbioldgicos de 30 dentes com tratamento endodéntico prévio (continuagio)

Caso | Dente | Sexo | Rest | D | DP | DAP | Ed | LP | &M | Exs | Fist | Mob Lim, Qual. Bactérias
no. Obt. Obt,
{mm)
21 12 M RD I N | S N N | S S - S N 0-2 R Fusobacterium ssp, S, oralis, A.

viscosus, G. morbillorum

22 12 M RpP N N S N s S - N N 0-2 R Verllonella ssp, P. prevotii, A.
odontolyticus, G, marbiflorum, S.
lentus, H. aphrophilus

23 kY] F RD | N} N S N[ S S - N N 0-2 B E. faecalis

24 32 F RD | N | N N N1 S S - N N =5 R P. prevotii

25 22 F RD | N|'S S NS S - N N 0-2 B | E faecalis

26 12 M RD | N | S S NS S . S N 3-5 R P. prevotii, E. faecalis, S, sanguis
27 21 M RD N N N N 5 S - N N 3-3 R E. faecalis

28 15 M RD { N | N N NS S - N N 3-5 B S. constellatus

29 1 M RD N | N N N 8 S - N N 0-2 R E, faecalis

30 22 M RD | N I N N N | S8 S - N N (-2 B S. aureus

Rest = Restauracio; NR = Néo-restaurado; RD = Restauragio definitiva; RP = Restaurago proviséria D = Dor; DP = Dor prévia,
DAP = Dor & percussiio; Ed = edema; LP = Les#io periapical, S/M = S (seco) ou M (molhado); Exs = exsudato, P = purulento, H =
hemorragico, C = claro; Mob = Mobilidade; Lim. Obt.= limite apical da obturagdio em relagfio ao apice; Qual. Obt.= qualidade da
obturacdo; B = boa; R = ruim.
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