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RESUMO

Muitas bactérias, clinicamente importantes, sdo capazes de adquirir e
expressar resisténcia a agentes antimicrobianos comumente usados para tratar
infecgdes, 0 que torna necessario, em determinadas situacoes, a realizagao de testes
laboratoriais para detectar a resisténcia ou suscetibilidade antimicrobiana desses
microrganismos. Objetivo: avaliar a suscetibilidade antimicrobiana das cepas de
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Actinomyces viscosus €
Staphylococcus aureus isoladas de canais radiculares de dentes com insucesso
endodontico. Métodos: Cepas clinicas de Enterococcus faecalis (n=3), Enterococcus
faecium (n=3), Actinomyces viscosus (n=3) e Staphylococcus aureus (n=3) coletadas
in vivo de canais radiculares com insucesso endodéntico serdo testadas quanto a
suscetibilidade antimicrobiana por meio do método E-test em duplicata, utilizando os
seguintes antibidticos: amoxicilina, rifampicina, moxifloxacina, vancomicina,
tetraciclina, ciprofloxacina, cloranfenicol, benzilpenicilina, amoxicilina + acido
clavulanico, doxiciclina, eritromicina e azitromicina. Resultados: Todas as cepas
clinicas testadas foram suscetiveis a amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico,
benzilpenicilina, doxiciclina, moxifloxacina, tetraciclina e vancomicina. Todos os
isolados das espécies A. viscosus e S. aureus foram suscetiveis aos 12 antibidticos
testados. As cepas de E. faecalis e E. faecium mostraram padrdo de suscetibilidade
intermediario contra eritromicina. Algumas cepas de E. faecalis e E. faecium foram
resistentes a azitromicina e rifampicina. Conclusao: As cepas clinicas isoladas dos
canais radiculares de dentes com insucesso endoddntico mostraram perfis diferentes
de suscetibilidade antimicrobiana, e nenhum isolado de E. faecalis e E. faecium

apresentou-se suscetivel a azitromicina e a eritromicina.

Palavras-chave: Endodontia, infeccdo endodbntica secundaria, E-test,
resisténcia microbiana.
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ABSTRACT

Many clinically important bacteria are capable of acquiring and expressing
resistance against antimicrobial agents usually used to treat infections, which makes
necessary, in some cases, laboratory tests in order to detect the resistance or
antimicrobial susceptibility of these microrganisms. Objective: evaluate the
antimicrobial susceptibility of Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Actinomyces viscosus and Staphylococcus aureus strains isolated from radicular
canals of teeth with failed endodontic. Methods: Enterococcus faecalis (n=3),
Enterococcus faecium (n=3), Actinomyces viscosus (n=3) and Staphylococcus aureus
(n=3) clinical strains collected in vivo from radicular canals with failed endodontic will
have their antimicrobial susceptibility tested by the E-test method in duplicate using
the following antibiotics: amoxicillin, rifampicin, moxifloxacin, vancomycin, tetracycline,
ciprofloxacin, cloranfenicol, benzilpenicillin, amoxicillin + clavulanic acid, doxycycline,
erythromycin and azithromycin. Results: all the clinical strains tested were susceptible
to amoxicillin, amoxicillin + clavulanic acid, benzilpenicillin, doxycycline, moxifloxacin,
tetracycline and vancomycin. All the isolated A. viscosus and S. aureus strains were
susceptible to the 12 tested antibiotics. E. faecalis and E. faecium strains showed
intermediary susceptibility pattern against erythromycin. Some E. faecalis and E.
faecium strains were resistant against azithromycin and rifampicin. Conclusion:
clinical strains isolated from radicular canals of teeth with failed endodontic showed
different antimicrobial susceptibility profiles, and none of E. faecalis or E. faecium
strains appeared to be susceptible to azithromycin or erythromycin.

Key-words: Endodontics, endodontic infection secondary, E-test, microbial

resistance.
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1. INTRODUCAO

A terapia endoddntica tem por objetivo a total remogao ou diminuigao signifi-
cativa da presenca de microrganismos patégenos através do preparo quimico-meca-
nico. Entretanto, bactérias e seus produtos, que sdo considerados os principais agen-
tes etioldgicos de patologias pulpares e periapicais (Kakehashi et al., 1965; Gomes
et al., 1996) provocam a persisténcia da infeccao e/ou infeccdes secundarias, devido
a falha do tratamento endodéntico (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Schi-
rrmeister et al., 2009; Endo et al., 2012; Endo et al., 2013) e a recontaminacéo bac-
teriana causada pela microinfiltragdo coronaria (Ray & Trope, 1995; Schirrmeister et
al., 2009; Endo et al., 2012).

As principais causas do insucesso do tratamento endodontico sdo as infecgdes
intrarradiculares e esta € caracterizada pela persisténcia ou surgimento da periodon-
tite apical ap6s a obturagéao do canal radicular (Endo et al., 2013). A microbiota de um
dente com insucesso endoddntico e lesdo periapical mostra-se diferente daquela en-
contrada em dentes com necrose pulpar (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998;
Hancock et al., 2001; Schirrmeister et al., 2009), predominando bactérias anaerdbias
facultativas Gram-positivas (Peciuliene et al., 2000; Hancock et al., 2001; Cheung &
Ho, 2001; Pinheiro et al., 2003 a;b; Endo et al., 2012; Endo et al., 2013; Chen et al.,
2012).

A particularidade da microbiota encontrada nos canais de dentes com insu-
cesso endoddntico deve-se a um processo de sele¢cdo dependente da resisténcia es-
pecifica de determinados microrganismos ao preparo quimico-mecéanico (PQM) e a
medicacéao intracanal; e devido a capacidade de sobreviver em condicdes ecolbgicas
modificadas no interior do sistema de canais radiculares em um meio nutricional res-
trito, no qual as relagdes entre bactérias sdo minimas (Sundgqvist et al., 1998; Chen et
al., 2012).

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Actinomyces viscosus e Sta-
phylococcus aureus sao bactérias anaerobias facultativas, Gram positivas, frequente-

mente encontradas em canais radiculares de dentes com insucesso endodontico



(Chen et al., 2012; Endo et al., 2013). Tais bactérias e seus subprodutos estao direta-
mente implicados nos casos de insucessos em Endodontia, seja em complicagdes
durante as intervengdes, no pos-operatdrio imediato (processos inflamatdérios agudos
- flares-ups) ou mediato (com lesdes persistentes e refratarias) (Siqueira, 2001; Ri-
cucci & Siqueira, 2008).

Além da falha do tratamento endodéntico (Molander et al., 1998; Sundqvist
et al., 1998) e da recontaminagéo bacteriana causada pela microinfiltragdo coronaria
(Ray & Trope, 1995), o insucesso dos tratamentos endoddnticos tém sido associados
a resisténcia dos microrganismos patdgenos a medicacao utilizada para combaté-los.
Esse mecanismo de resisténcia resulta de alteragdes fisioldégicas ou estruturais da
célula bacteriana, que representa uma estratégia de sobrevivéncia ao ataque abusivo
dos agentes antimicrobianos (Forbes et al., 1998). Estudos tém revelado um aumento
surpreendente da resisténcia antimicrobiana das bactérias que sdo comumente en-
contradas nos canais radiculares de dentes com infeccdo endodédntica. Tais bactérias
possuem mecanismos que conferem resisténcia a uma variedade de antibibticos co-
mumente utilizados na terapéutica (Murray, 1990; Morrison et al., 1997; Shepard &
Gilmore, 2002; Owens, 2008; Hawkey, 2008; Poeschl et al., 2010; Skucaite et al.,
2010; Endo et al., 2012), principalmente cepas de Enterococcus spp.

Resisténcia aos agentes antimicrobianos pode ser adquirida por uma mu-
tacao no DNA existente ou por aquisicdo de um novo DNA (Murray, 1990; Morrison et
al., 1997). Enterococcus spp. tém adquirido determinantes genéticos que conferem
resisténcia a varias classes de antibibticos, incluindo eritromicina, tetraciclina, cloran-
fenicol, e, mais recentemente, vancomicina (Murray, 1990; Morrison et al., 1997,
Mundy et al., 2000; Shepard & Gilmore, 2002; Owens, 2008; Hawkey, 2008). Embora
a emergéncia de cepas resistentes seja mais pronunciada em infeccées hospitalares
ou sistémicas (Poeschl et al., 2010), estudos de Enterococcus spp. isoladas de infec-
¢cbes endoddnticas tém demonstrado o aparecimento de resisténcia bacteriana, prin-
cipalmente ao regime terapéutico convencional utilizado em procedimentos odontolé-

gicos (Skucaite et al., 2010)



Fator de viruléncia significa qualquer componente do microrganismo que
seja exigido para causar ou potencializar dano ao hospedeiro (Schaechter, 1999). Li-
nhagens mais virulentas podem ser resultantes da aquisicao de genes pela troca ge-
nética, ilhas de patogenicidade em varias espécies codificando toxinas, fatores de
adesao e outros fatores associados a viruléncia (Mundy et al., 2000). Caracteristicas
que determinam viruléncia s&o, entre outros: a aderéncia ao tecido do hospedeiro,
invasédo e formagédo de abcesso, modulacao da resposta inflamatoéria e secrecao de
produtos toxicos (Eaton & Gasson, 2001). Entre os fatores de viruléncia mais conhe-
cidos em Enterococcus spp. esta a resisténcia intrinseca a antibiéticos comumente
usados no tratamento da doenca e, ainda, outros fatores de viruléncia também podem
ser adquiridos por trocas genéticas, como por exemplo: substancia de agregacao
(asa), gelatinase (gelE), proteina de superficie de enterococos (esp), citolisina e ade-

sinas, que facilitam sua resisténcia a antibiéticos, agressao e adesao aos tecidos.

Desta maneira o objetivo deste trabalho foi avaliar a suscetibilidade de cepas
de Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Actinomyces viscosus e Staphylo-
coccus aureus isoladas de canais radiculares de dentes com insucesso endoddntico

aos agentes antimicrobianos mais utilizados na terapéutica endodontica.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. InfeccoOes persistentes e/ou secundarias: insucesso do tratamento en-
dodéntico associado a recontaminacao bacteriana

A elimina¢do ou maxima redug&o de microrganismos no interior do sistema de
canais radiculares € o principal objetivo do tratamento endodéntico, visando a nao
recontaminacdo dos mesmos. Em 1965, foi estabelecida a relagdo causa-efeito de
bactérias com as patologias pulpares e perirradiculares com o estudo de Kakehashi,
Stanley e Fitzgerald (1965), no qual foram expostas polpas de ratos convencionais e
germ-free em meios bucais e suas respostas foram posteriormente analisadas histo-
logicamente. Nos animais convencionais, foi observada necrose pulpar e destruicao
Ossea perirradicular, jA nos animais germ-free as polpas foram reparadas por deposi-

cao de dentina terciaria.

Sundqvist (1976), posteriormente a evolugao das técnicas de identificacdo dos
microrganismos, observou que as infec¢des presentes nos canais radiculares eram
compostas por diversas espécies de bactérias, com predominancia de anaerdbias es-
tritas Gram-negativas, que pode ser explicado pela baixa tensao de oxigénio no inte-

rior dos canais radiculares.

A periodontite apical de origem endodéntica é um processo inflamatério dina-
mico localizado na regido perirradicular, o qual pode ser iniciado e mantido por um
processo infeccioso (Kakehashi et al., 1965). Na existéncia prévia da periodontite api-
cal foram observados maiores porcentagens na permanéncia da infec¢cao apos o tra-
tatamento endoddntico (Sjogren et al., 1990; Hoskinson et al., 2002; Chugal et al.,
2003; Peters et al., 2004; Marquis et al., 2006; Endo et al., 2013).

O principal fator de insucesso endodéntico € a infecg¢do intraradicular (Nair et
al., 1990a; Siqueira, 2001; Schirrmeister et al., 2009; Endo et al., 2012; Endo et al.,
2013). Espécies bacterianas podem aderir as paredes do canal radicular, aglomerar e
formar comunidades organizadas em biofilme, capazes de resistir aos procedimentos
antimicrobianos (Nair et al., 1999; Distel et al., 2002; Chen et al., 2012), levando a
falha do tratamento. As areas nao atingidas durante o preparo quimico-mecanico
(PQM) sao favoraveis a manutengao da organizagao desse biofilme, contribuindo para

0 insucesso da terapia endodéntica (Lin et al.,, 1991; 1992). Além desses fatores, a
-4 -



falta de controle asséptico durante os procedimentos clinicos, acesso incorreto a ca-
vidade pulpar, canais nao detectados, obturacbes e restauracées coronarias inade-
quadas ou ausentes também s&o fatores que comumente levam a recontaminagao

dos canais radiculares (Cheung, 1996).

O impedimento de que microrganismos e/ou endotoxinas atinjam os tecidos
apicais e periapicais é o objetivo do selamento endoddntico adequado, visto que
quando esse selamento nao € estabelecido, se constitui um dos principais fatores para
0 insucesso do tratamento endodéntico (Hauman & Love, 2003; Endo et al., 2012),
portanto, um selamento ndo adequado tanto dos canais radiculares, como da coroa
do dente tratado aumenta significativamente as chances de que se ocorra a falha. A
contaminacao de dentes tratados endodonticamente também ocorre, através da infil-
tracado coronaria dos mesmos, via restaurag¢des temporarias ou definitivas deficientes
(Siqueira et al., 1999; Adib et al., 2004), se fazendo necessario o retratamento desses

canais.

Frente a insucessos do tratamento endodontico, é preconizado como trata-
mento eletivo o retratamento dos canais, sendo este preferivel a cirurgia periapical ou
exodontia (Bergenholtz et al., 1979; Lovdahl, 1992; Caliskan & Sen, 1996; Weiger et
al., 2000; Endo et al., 2012; Endo et al., 2013).



2.2. Microbiota de dentes com insucesso endodoéntico e lesao periapical

As infeccbes endodbnticas, de uma forma geral, apresentam um carater poli-
microbiano (Gomes et al., 2004), com predominio de bactérias anaerdbias estritas
(Sundgqvist, 1976). Sundqvist & Figdor (2003), observaram que o predominio anaero-
bios estritos se da pelo consumo de oxigénio e producao de didxido de carbono e
hidrogénio, juntamente com o desenvolvimento do potencial éxido-redugéo pelos co-
lonizadores iniciais, que favorece o crescimento e dominio deste tipo de microrga-

nismo.

Estudos mostraram que a microbiota de um dente tratado endodonticamente
difere da microbiota de um dente com a polpa necrosada e nao tratada (Molander et
al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Hancock et al., 2001; Gomes et al., 2004; Schirrmeis-
ter et al., 2009). Enquanto as infec¢des endoddnticas primarias sdo polimicrobianas,
com predominio de anaerdbias estritas e propor¢des equivalentes de Gram-positivas
e Gram-negativas (Peciuliene et al., 2001), na microbiota de um dente com insucesso
do tratamento endoddntico predomina bactérias Gram-positivas, nimero limitado de
microrganismos e especies anaerdbias facultativas superiores as anaerdbias estritas,
sendo Enterococcus faecalis o mais prevalente (Molander et al., 1998; Peuciliene et
al., 2000; Hancock et al., 2001; Cheung & Ho, 2001; Pinheiro et al., 2003b; Gomes et
al., 2004; Chen et al., 2012; Endo et al., 2013; Gomes et al, 2013).

Com o advento de técnicas moleculares, bactérias anaerdbias estritas, tais
como Dialister, Eubacterium, Fusobacterium, Gemella, Mogibacterium, Peptostrepto-
coccus, Prevotella, Propionibacterium, Selenomonas, Synergistes, Solobacterium, e
Treponema também foram detectadas nos canais radiculares de dentes com insu-
cesso do tratamento endoddntico. Porém estes métodos confirmam a maior freqiiéncia
de Enterococcus faecalis nestes dentes, podendo estar presente em até 90% dos ca-
sos estudados (Pinheiro, 2005; Delboni, 2009; Gomes et al., 2013).

Algumas bactérias Gram-positivas tém sido associadas a infecgdes de dentes
indicados para tratamento endodontico, destacando-se Enterococcus faecalis, Actino-
myces spp., Staphylococcus spp., Lactobacillus spp. e Streptococcus spp. (Gomes et
al., 1996b; Chavez de Paz, 2003; Schirrmeister et al., 2009; Chen et al., 2012).



Segundo Gomes et al. (2013), dentes com insucesso da terapia endodéntica
apresentam 9 vezes maior chance da presenga de Enterococcus faecalis quando
comparada aos casos de infeccado primaria. Isto sugere que esta espécie pode ser
inibida por outros membros presentes no consorcio bacteriano misto comumente en-
contrado nas infeccdes primarias ou que eles estejam presentes em menor nimero
de células, ndo sendo detectadas pelo método da cultura. O fato deste microrganismo
ser encontrado com tanta frequéncia nestes canais fez com que inimeros autores
nomeassem-no como o principal patdégeno envolvido no insucesso da terapia en-
dodbntica. Varios estudos que empregam métodos moleculares de diagnostico tém
apontado a presenca de diferentes microrganismos em casos de infecgdes intrarradi-
culares associadas ao insucessso do tratamento endodéntico. Entretanto, a maioria
dos autores concorda que o numero da carga bacteriana e sua diversidade s&o maio-
res no grupo da infec¢éo primaria.



2.3. Resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos

O uso indiscriminado de antibi6ticos tem proporcionado a selecao positiva de
bactérias que desenvolveram mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (To-
maz, 1994; Skucaite et al., 2010). Alteracdes fisioldgicas ou estruturais da célula bac-
teriana desenvolvem o mecanismo de resisténcia, que atua como uma estratégia de
sobrevivéncia bacteriana, frente a grande utilizacdo de antibiéticos (Forbes et al.,
1998; Skucaite et al., 2010).

No geral, ndo é utilizada a administracdo de antibioticos em infeccoes cronicas
de origem endoddntica, a ndo ser que o processo infeccioso ocorra durante uma exa-
cerbacdo aguda com sinais e sintomas de disseminagdo do processo infeccioso
(Abbott et al., 1990; Poeschl et al., 2010; Skucaite et al., 2010). Os autores observa-
ram que lesdes periapicais cronicas estdo associadas a dentes com polpas necrosa-
das ou com tratamento endoddntico prévio, que nao possuem suprimento sanguineo.
Portanto, como o antibiético é administrado por via sistémica, apenas uma parte in-
significante da concentracao do antibi6tico atingira o canal radicular, sendo ineficiente
para inibir a proliferacdo bacteriana. Em contrapartida, os antibiéticos sistémicos séo
utilizados como complemento a terapéutica endoddntica, sendo utilizados em regimes
profilaticos ao desenvolvimento de endocardites bacterianas (Abbott, et al., 1990).

Segundo Shepard & Gilmore (2002), Enterococcus spp. obtiveram um surpre-
endente aumento de resisténcia antimicrobiana, especialmente os isolados de infec-
cbes hospitalares. Desenvolveram mecanismos de resisténcia a uma grande varie-
dade de antibiéticos utilizados na terapéutica medicamentosa (Murray, 1990; Morrison
et al., 1997; Shepard & Gilmore, 2002).

Shepard & Gilmore (2002) realizaram um estudo em que mostraram que as
concentragdes inibitérias minimas (CIMs) da penicilina, frente a E. faecalis sédo 10 a
100 vezes maiores do que aquelas encontradas para a maioria dos Streptococcus
spp. Apesar de eles serem discretamente mais sensiveis a amoxicilina e a ampiciclina,
esses antibidticos apresentam apenas efeito bacteriostatico e nenhum efeito bacteri-
cida sobre a maioria das Enterococcus spp. (Shepard & Gilmore, 2002).



Estudos tém mostrado que a mutacdo do DNA resistente ou a aquisicao de um
novo DNA levam ao desenvolvimento da resisténcia aos agentes antimicrobianos Mur-
ray, 1990; Morrison et al., 1997). Eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol, e, mais re-
centemente, vancomicina estdo entre as varias classes de antibiéticos das quais os
enterococos conferiram resisténcia ao adquirir determinantes genéticos. (Murray,
1990; Morrison et al., 1997; Mundy et al., 2000; Shepard & Gilmore, 2002).



2.4. Principais antibiéticos utilizados na terapéutica endodéntica

Espécies isoladas de infeccdes endoddnticas apresentam diferentes perfis de
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos (Gomes et al., 2011), fazendo-se neces-
saria a realizagao de estudos que avaliem a resisténcia das principais bactérias en-
contradas em canais radiculares infeccionados frente aos principais antibiéticos utili-

zados para combaté-las.

Kuriyama et al. (2001) observaram a incidéncia da producao de beta-lactamase
em bactérias anaerdbias gram-negativas isoladas de 93 amostras de infecgbes odon-
togénicas orofaciais e a susceptibilidade antimicrobiana dos isolados contra 11 anti-
biéticos diferentes. Um total de 191 bactérias anaerébicas gram-negativas foi isolado
a partir das amostras. Dessas, a Beta-lactamase foi detectada em 35,6% do Prevotella
pigmentados de negro e de 31,9% de Prevotella ndo pigmentada. Ampicilina, cefazo-
lina e cefotaxima apresentaram atividade reduzida frente as cepas de Prevotella beta-
lactamase-positivos, enquanto que ampicilina/sulbactama, cefmetazol e imipenem
continuaram a ser eficazes contra estas cepas. Todos os antibiéticos beta-lactamicos

testados foram eficazes contra Porphyromonas e Fusobacterium.

Pinheiro et al. (2003) comprovaram que Enterococcus faecalis foram suscepti-
veis a benzilpenicilina, amoxicilina e amoxicilina + acido clavulanico e apresentaram
resisténcia a eritromicina e azitromicina. Como os enterococos apresentam resisténcia
intrinseca a clindamicina, os autores puderam concluir que os principais antibiéticos
utilizados como alternativa para pacientes alérgicos a penicilina e seus derivados, du-
rante o tratamento odontolégico, apresentam limitado valor contra essas espécies,
devendo-se considerar drogas alternativas para a terapéutica profilatica contra a en-
docardite bacteriana durante retratamentos endoddnticos.

Jacinto et al. (2008) analisaram 110 amostras de dentes com infecgédo primaria
periapical por métodos de cultura, e isolou 580 estirpes individuais, das quais 81,4%
eram anaerobios estritos. Fusobacterium nucleatum foi encontrado em 38 canais ra-
diculares e foi associado com Porphyromonas gingivalis, Prevotella spp. e Eubacte-
rium spp. Fusobacterium necrophorum foi encontrado em 20 canais radiculares e foi

associado com Peptostreptococcus prevotii. Foi realizado o teste de susceptibilidade
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bacteriana com F. nucleatum e F. necrophorum utilizando o E-test, onde 100% das
amostras se apresentaram susceptiveis a amoxicilina, amoxicilina+clavulanato e ce-
faclor, o que explica o uso da amoxicilina como antibidtico de primeira escolha frente

a infeccdes de origem endododntica.

Skucaite et al. (2010) testaram penicilina G, ampicilina, amoxicilina, amoxici-
lina+ clavulanato, clindamicina, metronidazol, eritromicina, tetraciclina, e vancomicina,
através do método E-test, com bactérias isoladas de 49 amostras de dentes com in-
sucesso endoddntico. Das amostras estudadas, os patégenos predominantes apre-
sentaram alta sensibilidade a penicilina e a amoxicilina, sendo esses, portanto, esco-
lhas eficazes na terapéutica endodéntica quando apenas o tratamento de canal con-
vencional ndo é suficiente por si sé. Os autores também observaram que a clindami-
cina deve ser administrada a pacientes que apresentam alergia a penicilina e seus

derivados.

Lins et al. (2013) estudaram 20 isolados de Enterococcus faecalis de 43 paci-
entes com infeccbes endoddnticas primarias. A susceptibilidade a antimicrobianos foi
determinada por disco-difusdo em agar, utilizando o protocolo recomendado do Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (CLSI). Todos os isolados foram considerados
sensiveis a penicilina G, eritromicina e vancomicina. Os autores observaram ainda
que E. faecalis apresentou elevado nivel de resisténcia a tetraciclina, antibidtico co-

mumente administrado para combater a infeccoes orais.
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3. PROPOSICAO

Uma das vertentes da linha de pesquisa da area de Endodontia da FOP-
UNICAMP intitulada “Microbiologia aplicada a Endodontia” € a investigacdo dos
microrganismos envolvidos no insucesso do tratamento endodéntico. Trabalhos
anteriores mostram que cepas clinicas de Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Actinomyces viscosus e Staphylococcus aureus isoladas de infecgbes
endodOnticas apresentam resisténcia bacteriana a antibiéticos preconizados durante
a terapia convencional de procedimentos odontolégicos. Dessa forma, devido ao uso
indiscriminado de antibibticos, atualmente faz-se necessario verificar a suscetibilidade
dessas cepas frente a utilizacdo dos antimicrobianos utilizados em infeccoes
odontogénicas.

Através da investigacado de microrganismos e sua resposta perante determinados
antibidticos, sera avaliado in vitro a suscetibilidade antimicrobiana aos antibibticos
mais utilizados na terapéutica endoddntica frente as cepas de Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Actinomyces viscosus e Staphylococcus aureus isoladas de
canais radiculares de dentes com insucesso endoddntico, através do método do E-

test.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP), protocolo n°020/2011, que satisfizeram
as condicdes de inclusao.

4.1. Microrganismos isolados dos canais radiculares de dentes com insucesso
do tratamento endodoéntico.

As cepas clinicas de Enterococcus faecalis (n=3), Enterococcus faecium (n=3),
Actinomyces viscosus (n=3) e Staphylococcus aureus (n=3) foram coletadas in vivo
de 15 canais radiculares de dentes com insucesso endoddntico. Colbnias isoladas

foram mantidas em -20°C para posterior processamento.

Para o estudo, As colbnias bacterianas congeladas foram plaqueadas em uma
placa contendo BHI + 5% de sangue desfibrinado de carneiro e incubadas em cabine
de CO2 (Jouan, IG 150, Saint-Herblain, Franca). A morfologia bacteriana ap6s
incubacéo foi verificada através da coloracao de Gram, e testadas quanto a producao
de catalase.

Apébs andlise fenotipica as bactérias Gram-positivas anaerébias facultativas
foram selecionadas para realiza¢ao do teste bioquimico no intuito de identificar cepas
clinicas de Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Actinomyces viscosus e

Staphylococcus aureus.

Foi utilizado o teste bioquimico API 20 Strep e o API 20 Staph (BioMérieux SA,
Marcy-I'Etoile, Franga) para especificagdo de microrganismos isolados, cocos Gram-
positivos e catalase-negativa (BioMérieux SA, Marcyl Etoile, Franca). Esse teste
possui reagentes que evidenciam pela mudanga de cor, em determinados periodos,
as exigéncias nutricionais e compostos especificos produzidos pelas bactérias. Os
Kits forneceram gabaritos para finalizar a identificacdo, que pode ser verificada
através do site:

https://apiweb.biomerieux.com/serviet/Authenticate ?action=preparelLoqgin
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4.2. Teste de suscetibilidade antimicrobiana (E-test) dos isolados clinicos de
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Actinomyces viscosus e
Staphylococcus aureus de canais radiculares de dentes com insucesso
endodéntico e lesao periapical

O sistema do E-test consiste em uma fita plastica de 50 mm de comprimento e
3mm de largura, que contém em um lado um gradiente de concentragéo de antibidtico,
e do outro, uma escala numérica que indica a concentragdo do medicamento. A fita
do E-test pode detectar uma concentracéao inibitéria minima (CIM) que varia de 0,016
a 256 pg/mL, com um total de 29 diferentes concentracées, que sdo agrupadas de
duas em duas, representando 15 niveis de diluigdo (Bolmstrém, 1993).

Cepas clinicas de Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Actinomyces
viscosus e Staphylococcus aureus isoladas de canais radiculares de dentes com
insucesso endodéntico e lesao periapical tiveram sua suscetibilidade antimicrobiana
testada através do método E-test (AB Biodisk, Solna, Suécia). Os agentes
antimicrobianos testados foram: benzilpenicilina (PG), amoxicilina (AC), amoxicilina +
acido clavulanico (XL), eritromicina (EM), azitromicina (AZ), vancomicina (VA),
cloranfenicol (CL), tetraciclina (TC), doxiciclina (DC), moxifloxacin (MX), ciprofloxacin
(Cl) e rifampicina (RI).

Para preparar o inéculo, apds 24 h de incubacao da espécie bacteriana em
placas de agar sangue, as coldnias bacterianas foram transferidas para o meio liquido
Brain Heart Infusion (BHI) e agitadas, para atingir a turbidez que equivale ao padrao
0,5 de McFarland (Nefelobac, Probac, Sao Paulo, SP, Brasil) que foi verificado no
espectrofotdmetro (FEMTO 432, Marconi, Sdo Paulo, SP, Brasil) com comprimento de
onda de 800 nm. Placas contendo 4 mm de espessura de Luria Bertani Agar (LB,
india) foram utilizadas para o repique das cepas. A semeadura foi realizada em toda
a extensdao da placa, uniformemente, através de swab estéril, umedecido na
suspensao bacteriana. ApGs a secagem das placas (10 a 15 minutos), as fitas de E-
test, que foram previamente removidas do congelador, e foram distribuidas nas placas
com o auxilio de pinga estéril para cada substancia a ser testada. O experimento foi
executado em duplicata e sempre em fluxo laminar.

As placas contendo as bactérias anaerébias facultativas foram imediatamente
incubadas em uma estufa de COz, a 37°C, e a Ieitura realizada ap6s 24 e 48 h de

incubagcdo. Os valores das CIM foram determinados pela leitura no ponto de
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intersecgao entre o halo de inibicado em forma de elipse e a fita do E-test, considerando
o ponto de inibigdo completa de crescimento. O valor de CIMso e CIM90 correspondem
as concentracdes inibitérias minimas para 50% e 90% dos isolados, respectivamente.
De acordo com as recomendacgdes do fabricante, a interpretacdo dos valores das
CIMs do E-testem diferentes categorias de sensibilidade foi realizada seguindo o guia
de interpretagéo da CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores interpretativos de pontos de corte equivalentes das concentracdes
inibitérias minimas - CIM (wml) dos antimicrobianos avaliados nos testes de

Enterococcus spp. (NCCLS- M100 S15) e Gram-positivos.

Agentes antimicrobianos Suscetivel Resistente
Benzilpenicilina (PG) <8 >16
Amoxicilina (AC) <8 >16
Amoxicilina + &cido clavulanico (XL) <8 >16
Eritromicina (EM) <0,5 >8
Azitromicina (AZ) <2 >8
Vancomicina (VA) <4 >32
Cloranfenicol (CL) <8 >32
Tetraciclina (TC) <4 >16
Doxiciclina (DC) <4 >16
Moxifloxacin (MX) <2 >8
Ciprofloxacin (CI) <1 >4
Rifampicina (RI) <1 >4
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5. RESULTADOS

Tabelas 2 a 5 mostram os valores encontrados na leitura do E-test para os
isolados clinicos testados, cujos testes foram realizados em duplicadas para cada

microrganismo.

Tabela 2: Valores das CIMs (ug/mL) dos antibiéticos e classificacdo em suscetivel

(S), intermediario (1) e resistente ® baseada nos valores interpretativos da NCCLS
(M100 S15) dos Enterococcus faecalis (n=3) isoladas de canais radiculares.

Isolado 1 Isolado 2 Isolado 3 CIM
AC S 0,142 S 0,31 S 0,44 0,31 -0,44
RI S 1 R 7 S 1 1-7
MX S 0,44 S 0,31 S 1,25 0,44 -1,25
VA S 0,44 S 2 S 2,5 2-2,5
TC S 0,19 S 0,75 S 0,44 0,44 - 0,75
Cl | 1,5 S 1 S 0,87 1-1,5
CL S 8 | 10 S 6 8-10
PG S 1,5 S 1 S 1 1-1,5
XL S 0,38 S 0,44 S 0,5 0,44 -0,5
DC S 0,15 S 0,38 S 0,25 0,25-0,38
EM | 1 | 1 | 1,75 1-1,75
AZ R 14 | 3,5 | 3 3,5-14

S = Suscetivel, | = Intermediario, R = Resistente, Rl = Rifampicina, XL = Amoxicilina, PG = Benzilpeni-

cilina, AZ = Azitromicina, MX = Moxifloxacina, DC = Doxicilina, AC = Amoxicilina + Acido Clavulanico,
CL = Cloranfenicol, Cl = Ciproflaxacina, EM = Eritromicina, VA = Vancomicina, TC = Tetraciclina.
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Tabela 3: Valores das CIMs (ug/mL) dos antibiéticos e classificacdo em suscetivel

(S), intermediario (I) e resistente ® baseada nos valores interpretativos da NCCLS

(M100 S15) dos Enterococcus faecium (n=3) isoladas de canais radiculares.

Isolado 1 Isolado 2 Isolado 3 CIM
AC S 0,5 S 0,75 S 0,5 0,5-0,75
RI R 4 | 3 R 4 3-4
MX S 0,38 S 0,38 S 0,5 0,38-0,5
VA S 3 S 4 S 4 3-4
TC S 0,75 S 0,75 S 1 0,75 - 1
Cl | 1,5 S 1 S 1 1-15
CL S 8 | 12 I 14 12-14
PG S 0,5 S 0,75 S 0,75 0,5-0,75
XL S 0,75 S 0,75 S 0,75 0,75-0,75
DC S 0,25 S 0,38 S 0,25 0,25-0,38
EM | 2 | 3 I 3 2-3
AZ | 4 | 6 R 10 6-10

S = Suscetivel, I = Intermedidrio, R = Resistente, RI = Rifampicina, XL = Amoxiciflina, PG = Benzilpenicilina,
AZ = Azitromicina, MX = Moxifloxacina, DC = Doxicilina, AC = Amoxicilina + Acido Clavulanico, CL = Clo-

ranfenicol, CI = Ciproflaxacina, EM = Eritromicina, VA = Vancomicina, TC = Tetraciclina.
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Tabela 4: Valores das CIMs (ug/mL) dos antibiéticos e classificacdo em suscetivel

(S), intermediario (1) e resistente ® baseada nos valores interpretativos da NCCLS

(M100 S15) dos Actinomyces viscosus (n=3) isoladas de canais radiculares.

Isolado 1 Isolado 2 Isolado 3 CIM
AC S 0,19 S 0,19 S 0,19 0,19-0,19
RI S 0,012 S 0,012 S 0,002 0,012-0,02
MX S 0,064 S 0,047 S 0,25 0,047 - 0,25
VA S 2 S 2 S 0,5 2-2
TC S 2 S 3 S 2 2-3
Cl S 0,125 S 0,125 S 1 0,125 - 1
CL S 6 S 6 S 8 6-8
PG S 0,125 S 0,19 S 0,016 0,0125-0,19
XL S 0,19 S 0,25 S 0,064 0,19-0,25
DC S 0,125 S 0,19 S 0,19 0,19-0,19
EM | 2 | 2 S 0,016 2-2
AZ | 4 | 4 I 4 4-4

S = Suscetivel, | = Intermediério, R = Resistente, Rl = Rifampicina, XL = Amoxicilina, PG = Benzilpenicilina, AZ =

Azitromicina, MX = Moxifloxacina, DC = Doxicilina, AC = Amoxicilina + Acido Clavulanico, CL = Cloranfenicol, Cl

= Ciproflaxacina, EM = Eritromicina, VA = Vancomicina, TC = Tetraciclina.
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Tabela 5: Valores das CIMs (ug/mL) dos antibi6ticos e classificacdo em suscetivel

(S), intermediario (1) e resistente ® baseada nos valores interpretativos da NCCLS
(M100 S15) dos Staphylococcus aureus (n=3) isoladas de canais radiculares.

Isolado 1 Isolado 2 Isolado 3 CIM
AC S 0,125 S 0,125 S 0,125 0,125-0,125
RI S 0,008 S 0,008 S 0,008 0,008 - 0,008
MX S 0,032 S 0,032 S 0,032 0,032 -0,032
VA S 0,5 S 0,5 S 0,5 0,5-0,5
TC S 0,5 S 0,5 S 0,5 0,5-0,5
Cl S 0,125 S 0,125 S 0,125 0,125-0,125
CL S 3 S 3 S 3 3-3
PG S 0,064 S 0,064 S 0,064 0,064 - 0,064
XL S 0,19 S 0,19 S 0,19 0,19-0,19
DC S 0,38 S 0,19 S 0,19 0,19-0,38
EM S 0,094 S 0,125 S 0,25 0,125-0,25
AZ S 0,25 S 0,19 S 2 0,25-2

S = Suscetivel, | = Intermediario, R = Resistente, Rl = Rifampicina, XL = Amoxicilina, PG = Benzilpeni-

cilina, AZ = Azitromicina, MX = Moxifloxacina, DC = Doxicilina, AC = Amoxicilina + Acido Clavulanico,
CL = Cloranfenicol, Cl = Ciproflaxacina, EM = Eritromicina, VA = Vancomicina, TC = Tetraciclina.
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6. DISCUSSAO

Anaerdbios facultativos Gram-positivos tém um papel importante nas infeccoes
endoddnticas secundarias e/ou recorrentes (Schirrmeister et al., 2009; Chen et al.,
2012; Endo et al., 2012; Endo et al., 2013). Diante dessa informacgao, cepas de Ente-
rococcus faecalis, Enterococcus faecium, Actinomyces viscosus e Staphylococcus au-
reus isoladas de dentes com insucesso endodéntico tiveram sua suscetibilidade anti-

microbiana a antibiéticos comumente usados em endodontia avaliada neste estudo.

O E-test € um método facil de se utilizar e interpretar, além de ser confiavel
para se testar a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias envolvidas em infec¢oes
endoddnticas (Citron et al., 1991; Jacinto et al., 2008; Skucaite et al., 2010). Nesse
estudo, este método foi empregado para testar os seguintes antibiéticos: benzilpeni-
cilina, amoxicilina, amoxicilina + &cido clavulanico, eritromicina, azitromicina, vanco-

micina, cloranfenicol, tetraciclina, doxiciclina, moxifloxacin, ciprofloxacin e rifampicina.

De acordo com os resultados obtidos, levando-se em consideragcéo os valores
de concentracao inibitéria minima (CIM) determinadas pela NCCLS, todas as cepas
de E. faecalis, E. faecium, A. viscosus e S. aureus mostraram-se 100% susceptiveis
a benzilpenicilina, amoxicilina e amoxicilina + acido clavulanico, corroborando com os
achados de Pinheiro et al. (2003), que citam estas drogas como as mais comumente
utilizadas na pratica endoddntica. Esse resultado confirma a utilizagdo da penicilina e
seus derivados como antibiéticos de primeira escolha no tratamento de infec¢des de
origem endoddntica e como utilizagdo na terapéutica profilatica contra a endocardite
bacteriana (Jacinto et al., 2008; Skucaite et al., 2010).

Nos casos de pacientes que apresentam hipersensibilidade a penicilina e seus
derivados, faz-se necessaria a utilizacdo de outros grupos de antibiéticos, sendo a
eritromicina e azitromicina as substancias mais prescritas pelos endodontistas. Entre-
tanto, no presente estudo observou-se que E. faecalis e E. faecium apresentaram re-
sisténcia a esses dois antibidticos, concordando os achados de Fass (1993) que cita-
ram a azitromicina com menor eficacia contra Enterococcus spp. Em desacordo, Lins
et al. (2013), mostraram que cepas de E. faecalis foram sensiveis a eritromicina. Os
resultados apontam uma discordancia na literatura que pode ser explicada pela resis-
téncia a determinados antibidticos derivada de mutagcées no DNA bacteriano. (Murray,
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1990; Morrison et al., 1997; Mundy et al., 2000; Shepard & Gilmore, 2002; Owens,
2008; Hawkey, 2008).

Ja as cepas de A. viscosus (33,3%) e S. aureus (66,6%) mostraram-se susce-
tiveis a eritromicina, enquanto que somente S. aureus (100%) mostrou-se suscetivel
a azitromicina. Portanto, a azitromicina, comparada a eritromicina apresentou menor
eficacia frente as microrganismos estudados. Tais resultados evidenciam que ambas
as substancias nao sao boas escolhas nos casos de infec¢cao endodontica secundaria
e/ou recorrente, necessitando de mais estudos que investiguem seu poder bactericida
frente aos principais microrganismos encontradas em casos de insucessos do trata-

mento endoddntico. (Skucaite et al., 2010; Poeschl et al., 2010)

Lins et al. (2013) observaram em seu estudo que cepas de E. faecalis isoladas
de casos de infeccao endodontica primaria foram resistentes a tetraciclina. Ja os re-
sultados do presente trabalho discordam deste dado e apontam que, todos os micror-
ganismos testados apresentaram suscetibilidade a tetraciclina, assim como a vanco-
micina, doxiciclina e moxifloxacin. Como se trata de cepas bacterianas coletadas de
biofilmes distintos, - j& que nos casos de infec¢do primaria ha uma diversidade e um
numero maior de microrganismos envolvidos e uma interagdo entre eles, néo é pos-
sivel uma comparacao direta entre os estudos, apesar de terem sido realizados com
a mesma espécie bacteriana. Apesar de resisténcia bacteriana a qualqguer membro do
grupo das tetraciclinas geralmente resultar em resisténcia cruzada a outras drogas do
grupo (Chambers, 2001), nossos achados demonstram que todas estas drogas pos-
suem um efeito antimicrobiano satisfatorio, j& que atuaram de maneira efetiva sobre
bactérias envolvidas em casos de insucesso do tratamento endoddntico que normal-

mente possuem mecanismos mais desenvolvidos de resisténcia antimicrobiana.

Doxiciclina e moxifloxacin obtiveram excelentes resultados no presente estudo
com todas as cepas estudadas, e parecem ser uma alternativa razoavel para pacien-
tes alérgicos a penicilina ou com resisténcia a antibidticos prescritos comumente. En-
tretanto, nao existe um nimero suficiente de trabalhos que permitam avaliar a relagéo
risco/beneficio dessas drogas no tratamento ou profilaxia das infeccoes odontolégi-
cas.
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Todas as cepas analisadas no presente estudo se mostraram susceptiveis a
vancomicina, e estudos prévios da suscetibilidade de enterococos orais também de-
monstraram a alta suscetibilidade desses microrganismos a esse farmaco (Rams et
al., 1992; Dahlén et al., 2000). Entretanto, a literatura sugere que vancomicina deva
ser empregada somente no tratamento de infeccoes graves, ja que possui amplo es-
pectro de acao, o que nao condiz com a pratica endodéntica em geral. (Andrade, 1999;
Chambers, 2001).

Nesse estudo, o clorafenicol apresentou 100% de eficacia frente S. aureus e A.
viscosus e susceptibilidade intermediaria frente E. faecalis e E. faecium. Esses resul-
tados estdo de acordo com Sedgley et al. (2004), que encontraram 91% dos entero-
cocos orais sensiveis ao cloranfenicol, o que comprova a susceptibilidade intermedi-
aria desse antibiotico. Juntamente com o grupo das tetraciclinas, o clorafenicol torna-
se uma alternativa aos casos de alergia a penicilina ou em situagdes onde os antibio-
ticos de rotina nao obtiveram os resultados esperados. A Ciprofloxacina também se
mostrou com susceptibilidade intermediaria nesse estudo, condizendo com o estudo
de Rams et al. (2013), que encontrou apenas 10,6% de resisténcia intermediaria nos

isolados observados de E. faecalis.

A rifampicina foi o antibi6tico que apresentou pior eficacia nesse estudo, com
66,6% das cepas de E. faecalis resistentes e 33,3% das de E. faecium. J& no estudo
de Sedgley (2005), todas as cepas estudadas de E. faecalis se mostraram sensiveis,
0 que pode sugerir um desenvolvimento de resisténcia dessas bactérias com o passar
dos anos. Essa sugestao implica na necessidade de estudos periddicos e mais deta-
Ihados a fim de verificar os mecanismos desenvolvidos pelos microrganismos que re-

sultam em sua resisténcia frente a este farmaco.

De acordo com o estudo realizado, amoxicilina e amoxicilina + &cido clavulanico
foram os antibidticos que alcangcaram melhores resultados frente as 4 bactérias estu-
dadas. Visto que os resultados obtidos foram muito proximos, a associagéao das duas
drogas nao apresenta vantagem sobre o uso da amoxicilina de forma isolada. Por-
tanto, segundo este estudo, o antibiético de primeira escolha para profilaxia de endo-
cardite bacteriana e em casos de terapéutica antimicrobiana em retratamentos en-
doddnticos € a amoxicilina. Para o caso de pacientes com alergia a penicilina e seus
derivados, os resultados do trabalho realizado suportam a escolha de doxiciclina e
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moxifloxacin, pois das drogas nao-provenientes da penicilina, foram as que apresen-
taram a maior eficacia diante de todas as bactérias estudadas. Entretanto uma avali-
acao do risco/beneficio da dose minima dessas drogas deve ser realizada antes da

sua prescri¢cao na clinica odontolégica.

Diversos estudos microbiol6gicos envolvendo dentes com insucesso endodon-
tico tém sido realizados para se obter uma melhor eficacia no tratamento das infec-
cbes relacionadas ao complexo de canais radiculares. Contudo, visto que as bactérias
desenvolvem periodicamente resisténcia as principais drogas utilizadas, deve-se rea-
lizar estudos constantes sobre a agdo dessas drogas na terapéutica antimicrobiana.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos e das condigdes experimentais utiliza-
das nesse trabalho, pode-se concluir que:

a. A microbiota de dentes com insucesso endoddntico € composta por
um numero limitado de bactérias, predominantemente Gram-positi-

vas e anaerdbias facultativas.

b. As cepas de todos os microrganismos testados (Enterococcus fae-
calis, Enterococcus faecium, Actinomyces viscosus e Staphylococ-
cus aureus) foram altamente suscetiveis a amoxicilina e a associa-
cao de amoxicilina + acido clavulanico, sendo a amoxicilina o anti-

biético de primeira escolha.

c. Todos os isolados foram suscetiveis a doxiciclina, moxifloxacina,
vancomicina, e tetraciclina, enquanto a maioria foi suscetivel a ci-
profloxacina e ao cloranfenicol. Eritromicina e azitromicina apresen-

taram pouca eficacia frente as cepas.

d. A rifampicina foi o antibiético com o maior indice de resisténcia bac-
teriana, sendo o antibiotico com menor eficacia sobre isolados dos
canais radiculares de dentes com insucesso endodobntico estuda-

dos.
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