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RESUMO 

 

 Os microrganismos que resistem ao preparo químico-mecânico (infecção 

persistente), ou contaminam o canal radicular após o tratamento através das 

infiltrações coronárias (infecção secundária) são os principais responsáveis pelos 

insucessos endodônticos. Nesses casos há predominância de bactérias facultativas 

e gram-positivas, entretanto espécies fastidiosas, gram-negativas e estritas 

(Treponema spp.) vêm sendo detectada através de metodologias moleculares. É 

importante conhecer bem o perfil microbiano dos retratamentos para tratá-los 

melhor, pois a estratégia para se combater uma infecção deve ser baseada no 

conhecimento da microbiota. O objetivo deste trabalho foi investigar a presença de 

Treponema denticola, T. amylovorum, T. maltophilum, T. medium, T. pectinovorum, 

T. socranskii, T. vicentii e T. lecithinolyticum em 40 dentes com insucesso do 

tratamento endodôntico e lesão periapical, através de nested-PCR. As amostras 

foram coletadas utilizando cones de papel absorvente estéreis e o DNA foi extraído 

para realização de nested-PCR, utilizando primers universal e específicos. Em 

56,5% das amostras pelo menos uma espécie foi detectada. T. denticola e T. 

maltophilum foram as mais prevalentes (30%). Associação positiva (p<0,05) foi 

observada entre T. denticola e T. amylovorum, T. maltophilum, T. medium, T. 

socranskii; entre T. medium e T. socranskii, T. maltophilum; entre T. maltophilum e T. 

socranskii, T. lecithinolyticum. Foi encontrada correlação entre T. lecithinolyticum e 

presença de retentor intra-radicular (p<0,05).  Concluiu-se que a ocorrência de 

diferentes espécies do gênero Treponema pode indicar uma maior complexidade da 

microbiota dos insucessos endodônticos. 

 

Palavras-Chave: insucesso endodôntico, microbiologia, nested-PCR 
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ABSTRACT 

 

 Microorganisms that resist to chemo-mechanical preparation (persistent 

infection) or infect the root canal after the treatment through coronary leakages 

(secondary infection) are the major causative agents of endodontic therapy failure. 

This microbiota is characterized by the predominance of facultative bacteria and 

gram-positive, however fastidious, gram-negative and strict species (Treponema 

spp.) have been one of the main focus in microbial molecular biology. The knowledge 

of root canal microbiota is important for the establishment of the correct root canal 

therapy. The aim of this study was to detect Treponema denticola, T. amylovorum, T. 

maltophilum, T. medium, T. pectinovorum, T. socranskii, T. vicentii e T. 

lecithinolyticum in 40 teeth with endodontic failure and periapical lesions, by nested-

PCR. Samples were collected with paper points, the DNA was extract and 

amplification reactions were performed by using universal and specifics primers. At 

least 1 species was detect in 56.5% of the samples analyzes. T. denticola and T. 

maltophilum were the most frequent (30%). Positive association (p<0.05) was verified 

between T. denticola and T. amylovorum, T. maltophilum, T. medium, T. socranskii; 

between T. medium and T. socranskii, T. maltophilum; between T. maltophilum and 

T. socranskii, T. lecithinolyticum. Correlation between T lecithinolyticum and teeth 

presenting intraradicular post was verified (p<0,05). It was concluded that the 

detection of  Treponema spp. in persistent/secondary infection possibly indicates that 

the microbiota of endodontic failure seems to be even more complex than previously 

showed in endodontic literature.  

 

Key-Words: endodontic failure, microbiology, nested-PCR 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O insucesso do tratamento endodôntico está associado à persistência da 

infecção ou reinfecção do canal radicular (infecção secundária). A presença das 

bactérias e seus produtos metabólicos causam uma resposta inflamatória periapical 

que induz essa perda óssea e formação de lesão periapical. Quando há persistência 

de sintomatologia ou observa-se radiograficamente a presença de rarefações 

ósseas periapicais que permaneceram inalteradas, aumentaram ou surgiram após o 

tratamento endodôntico estamos diante de um quadro clínico indicado ao 

retratamento endodôntico. (Ricucci et al., 2000; Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 

2008; Lopes et al., 2010a). 

Alguns fatores podem influenciar negativamente no prognóstico e estão 

relacionados com falhas do tratamento endodôntico como, por exemplo, problemas 

técnicos durante a realização do tratamento, infecção intra-radicular persistente ou 

secundária, infecção extra-radicular, tamanho da lesão, reação de corpo estranho e 

presença de cistos verdadeiros (Sundqvist et al., 1998; Nair et al., 1999a,b; Siqueira-

Junior, 2001; Peiciliene et al., 2001; Gomes et al., 2004). 

Tanto os microrganismos que resistem ao preparo químico-mecânico e/ou 

medicação intracanal (infecção persistente), quanto os que contaminam o canal 

após o tratamento endodôntico através das infiltrações coronárias (infecção 

secundária), são apontados na literatura como os principais responsáveis pelos 

insucessos endodônticos (Sundqvist et al., 1998; Siqueira-Junior, 2001; Siqueira-

Junior & Roças, 2004a; Gomes et al., 2006a; Sauaia et al., 2006; Delboni, 2009).  

Procedimentos clínicos insatisfatórios e complexidades anatômicas dificultam a 

eliminação da infecção (Nair et al. 1999a; Lopes et al., 2010b). A falta de uma 

restauração coronária satisfatória promove uma fonte constante de agentes 

infecciosos e nutrientes que podem iniciar ou manter a infecção periapical 

contribuindo para o insucesso da terapia (Ricucci et al., 2000; Sauaia et al., 2006). 

Sabendo que os microrganismos são os principais responsáveis pela 

instalação e manutenção de doenças pulpo-periapicais, é de fundamental 

importância identificar os microrganismos das infecções endodônticas e investigar 
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possíveis interações entre alguns grupos de espécies que podem ser relevantes na 

etiopatogenia e manutenção dessas patologias (Molander et al. 1998; Pinheiro et al., 

2003; Montagner et al., 2010).  

Estudos sobre a microbiologia dos canais radiculares de dentes com 

tratamento endodôntico prévio associados a lesões periapicais têm aumentado nos 

últimos anos como podemos notar na literatura (Peciuliene et al., 2001; Pinheiro et 

al., 2003; Siqueira-Junior & Rôças, 2004a; Rôças et al., 2004; Delboni, 2009; Gomes 

et al. 2006a,b ; 2008; Roças et al., 2008; Siqueira-Junior & Rôças, 2008).  

Trabalhos utilizando métodos cultura-dependentes mostram uma microbiota 

bem diferente dos casos de infecção primária. Em casos de retratamento 

endodôntico há sempre um reduzido número de bactérias, sendo a maioria das 

espécies facultativas e gram-positivas. Espécies como Enterococcus faecalis, 

Streptococcus spp., Parvimonas micra e fungos como Candida albicans são 

frequentemente relacionadas com insucessos endodônticos (Sundqvist et al., 1998; 

Love, 2001; Pineiro et al., 2003; Gomes et al., 2006b; Delboni, 2009).  

O desenvolvimento das técnicas moleculares de identificação microbiana 

favoreceu o diagnóstico e expandiu o conhecimento sobre a composição da 

microbiota oral (Gomes & Montagner, 2010). Essas metodologias, baseadas na 

identificação bacteriana através do gene 16S rRNA, vêm demonstrando uma 

microbiota mais complexa nos casos de retratamento, com envolvimento também de 

espécies como Treponema spp., Prevotella spp., Porphyromonas spp., Filifactor 

alocis e Tannerella forsythia, associadas anteriormente apenas com casos de 

necrose pulpar e infecção primária (Siqueira-Junior & Roças, 2004a; Gomes et al., 

2004; Gomes et al., 2008; Lourenzo & Mayer, 2010). 

Este trabalho visa investigar a presença de Treponema spp. em casos de 

retratamento, contribuindo para a descrição mais detalhada e um melhor 

entendimento do papel dos microrganismos na etiopatogenia de insucessos 

endodônticos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

As principais alterações patológicas que acometem a polpa e os tecidos 

perirradiculares são de natureza inflamatória e etiologia microbiana, ou seja, os 

microrganismos e seus produtos metabólicos são os maiores responsáveis pela 

instalação, desenvolvimento e manutenção das patologias pulpares e periapicais 

(Kakehashi et al., 1965; Soares et al, 2006; Sakamoto et al, 2007; Martinho, 2007; 

Gomes et al., 2008). 

Estabelecida a infecção pulpar, bactérias e suas toxinas avançam em direção 

aos tecidos perirradiculares. No intuito de conter o avanço da infecção, há uma 

resposta inflamatória e imunológica por parte do hospedeiro, estando relacionada 

com a reabsorção óssea que irá caracterizar a lesão periapical visível 

radiograficamente (Soares, 2002; Leonardo et al., 2004; Lopes et al., 2010a).  

O sistema imunológico do hospedeiro não tem acesso às bactérias alojadas 

no interior dos canais radiculares, pois não há mais suprimento sanguíneo na região 

(Oliveira et al., 2007). Assim, o tratamento endodôntico visa eliminar essa infecção 

ou romper o equilíbrio desse ecossistema microbiano e dar condições ao organismo 

para haver o reparo. A máxima eliminação dos microrganismos dos canais 

radiculares infectados é o grande desafio e tem sido uma constante preocupação na 

Endodontia, demonstrada por pesquisas que avaliam a eficácia da instrumentação e 

a influência da irrigação e medicação intracanal (Byström & Sundqvist, 1983; Gomes 

et al., 1996; Dametto et al., 2005; Berber et al., 2006; Vianna et al., 2007).  

 

2.1. Fatores relacionados com o insucesso endodôntico 

 Quando o tratamento endodôntico é realizado de acordo com critérios 

rigorosos e controle asséptico, seguindo adequadamente os princípios técnicos e 

biológicos, a taxa de sucesso é elevada (Sundqvist et al., 1998; Siqueira-Junior, 

2001). 
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Sabe-se que o sucesso está relacionado com a máxima redução do número 

de bactérias viáveis em uma infecção endodôntica, o que é alcançado pela 

combinação de fatores mecânicos (instrumentação), químicos e físicos (irrigação-

aspiração) durante o preparo e modelagem dos canais radiculares. Isto possibilita 

uma adequada obturação e selamento hermético dos canais radiculares. Caso 

contrário, a terapia não resulta na resolução da infecção, caracterizando o 

insucesso. 

Alguns fatores estão relacionados com falhas do tratamento endodôntico e 

podem influenciar negativamente no reparo após tratamento e prognóstico como: 

condição pré-operatória, problemas técnicos, infecção persistente ou secundária, 

qualidade da obturação e selamento coronário, infecção extra-radicular, tamanho da 

lesão, reação de corpo estranho e presença de cistos (Sundqvist et al., 1998; Nair et 

al., 1999a,b; Ricucci, 2000; Siqueira-Junior, 2001; Peciuliene et al., 2001; Gomes et 

al., 2004; Sauaia et al., 2006). 

 

2.1.1. Fatores Microbianos 

Os fatores microbianos são os principais responsáveis pelo fracasso da 

terapia. Na maioria dos casos, o insucesso do tratamento endodôntico ocorre devido 

a procedimentos clínicos insatisfatórios de controle e eliminação da infecção, como a 

falta de controle asséptico durante o tratamento, acesso incorreto à cavidade pulpar, 

canais não detectados, falhas na instrumentação, obturações inadequadas e 

restaurações coronárias insatisfatórias ou ausentes após o tratamento endodôntico 

(Nair et al., 1999a). 

Além dos problemas anatômicos, que consistem em áreas inacessíveis à 

instrumentação, resultando em permanência de infecção, o fracasso endodôntico 

pode advir da resistência de determinadas bactérias aos métodos químicos e 

mecânicos utilizados na terapia endodôntica convencional.  

Gomes et al. (1996) estudaram a suscetibilidade da microbiota dos canais 

radiculares ao preparo químico-mecânico, e relataram que a terapia endodôntica 

não foi capaz de eliminar todas as bactérias, apresentando algumas espécies mais 
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resistentes do que outras, como por exemplo, Enterococcus faecalis, 

Propionibacterium acnes, Streptococcus spp. e Lactobacillus spp. 

Com o objetivo de comparar o potencial antimicrobiano, mediato e imediato, 

de algumas soluções irrigadoras utilizadas durante o preparo químico-mecânico, 

Dametto et al. (2005) verificou que bactérias podem permanecer viáveis  após o 

preparo químico-mecânico e recolonizar o canal caso haja condições favoráveis.  

Casos de acidentes e complicações, como desvios, formação de degraus, 

perfurações, fraturas de instrumentos e extravasamento de material obturador, 

usualmente resultam em fracasso quando associados a um processo infeccioso.  

Por si só não podem causar ou manter patologia periapical. A sobreobturação é 

improvável de causar falhas se não estiver associada a bactérias. A presença do 

cone de guta-percha ultrapassando o forame apical, por exemplo, geralmente não 

apresenta um selamento satisfatório, permitindo entrada de fluidos teciduais para o 

interior do sistema de canais radiculares, o que representa substrato para bactérias 

remanescentes. Estas por sua vez poderão se multiplicar, atingir um número 

suficiente para alcançar região periapical e tornarem-se virulentas, capaz de induzir 

ou manter uma lesão (Siqueira-Junior, 2001; Lopes et al., 2010a).  

Além do selamento apical adequado, o selamento coronário é de fundamental 

importância para o sucesso do tratamento endodôntico, pois evita a infiltração de 

nutrientes para bactérias remanescentes e impede que outras bactérias da cavidade 

oral colonizem o canal radicular (Molander et al., 1998; Siqueira-Junior, 2001; 

Ricucci 2000; Sauaia et al.,2006). 

Segundo Imura et al. (2007) os dentes que permanecem com restauração 

provisória por tempo prolongado têm um prognóstico duvidoso. A restauração 

definitiva do elemento dentário deve ser realizada imediatamente após a conclusão 

do tratamento endodôntico. 

Outro fator microbiano relacionado com os insucessos é a presença de 

infecção extra-radicular. Até mesmo casos considerados radiograficamente 

satisfatórios e que foram realizados adequadamente dentro dos padrões técnicos e 

biológicos podem falhar devido a presença do biofilme apical (Siqueira-Junior, 2001; 

Lorenzo & Cavanague, 2010). 
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Algumas bactérias são capazes de vencer as defesas do hospedeiro e podem 

sobreviver nos tecidos periapicais. Arranjadas em biofilme elas se tornam ainda mais 

resistentes aos agentes antimicrobianos e defesa do hospedeiro. Além disso, 

estando localizadas na região periapical, em lacunas de reabsorções na superfície 

externa da raiz, estão fora do alcance do endodontista durante a terapia 

convencional e procedimentos intracanal (Lopes et al., 2010a). 

Leonardo et al. (2002) avaliaram a presença de infecção extra-radicular. Os 

resultados mostraram presença de biofilme apical em todos os dentes portadores de 

lesão periapical visível radiograficamente estudados, sugerindo sua contribuição 

para o insucesso devido a possibilidade de persistência dessa infecção após 

tratamento endodôntico convencional.  

 

2.1.2. Fatores Não-Microbianos 

Embora a maioria das evidências aponte para fatores microbianos ligados ao 

insucesso da terapia endodôntica, alguns casos podem estar relacionados com 

fatores não microbianos como reações de corpo estranho, presença de cistos e 

fatores intrínsecos como acúmulo de produtos de degradação tecidual, por exemplo, 

de cristais de colesterol (Nair et al., 1993, 1999a, b; Molander et al., 1998; Siqueira-

Junior, 2001). 

Um agente agressor de difícil eliminação do organismo pode resultar em 

reação de corpo estranho na região periapical. Este é um processo crônico 

caracterizado pelo acúmulo de macrófagos e formação de células multinucleadas, 

que poderá perpetuar ou induzir uma lesão periapical levando o tratamento 

endodôntico ao fracasso. Esses agentes agressores são fatores extrínsecos que 

podem ser levados aos tecidos periapicais, por exemplo, substâncias irritantes 

presentes em alguns materiais obturadores, cones de guta-percha contaminados por 

talco, a celulose presente nos cones de papel absorvente ou algodão e até mesmo 

alguns alimentos de origem vegetal que podem adentrar o canal caso este seja 

mantido aberto para drenagem ou selamento temporário é perdido (Siqueira-Junior 

et al., 2010b). 
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Fatores intrínsecos como cristais de colesterol, resultante da degradação 

tecidual, também pode conduzir a uma reação de corpo estranho. As células de 

defesa do organismo não são capazes de eliminar esses cristais, então há o 

acúmulo destes perpetuando a lesão periapical (Nair et al., 1999b; Siqueira-Junior, 

2001; Rotstein & Simon, 2010). 

 Nair et al. (1993) relatou a possível interferência de fatores endógenos no 

reparo periapical após tratamento endodôntico. Através da realização de biópsia de 

uma lesão periapicais assintomática persistente após 44 meses de proservação. 

Não foi detectada presença de microrganismos e foi encontrado um grande número 

de cristais de colesterol. 

Muitas vezes a ocorrência de cistos também pode ser responsável pela 

ausência de reparo após tratamento endodôntico, principalmente em casos de cisto 

verdadeiros onde não há comunicação da loja cística com o canal radicular, sendo 

estes auto-sustentáveis. (Molander et al., 1998; Nair et al., 1993; 1999a; Lopes et al., 

2010b) . 

 

2.2. Microbiota presente nos canais radiculares com insucesso 

do tratamento endodôntico 

 A cavidade oral é um ambiente colonizado por uma diversidade enorme de 

bactérias. Com os avanços tecnológicos e aplicação de metodologias moleculares já 

foram identificadas cerca de 700 espécies na microbiota bucal, sendo 

aproximadamente 50% desta ainda não cultivada e apenas uma pequena parte 

dessa microbiota já foi isolada de canais radiculares (Baumgartner et al., 2003; 

Gomes et al., 2004; Lorenzo & Mayer, 2010). 

A presença de microrganismos pertencentes a 6 filotipos, dentre os 11 já 

identificados na cavidade oral, já foram encontrados em canais radiculares. São 

eles: Firmicutes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobactéria, Spirochaetes, 

Bacteroidetes (Munson et al., 2002; Siqueira-Junior & Roças 2005). 

Diversos trabalhos na literatura, utilizando métodos de cultura, mostram que a 

microbiota encontrada em casos de insucesso endodôntico difere bastante da 
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microbiota endodôntica em casos de infecção primária. As infecções primárias são 

geralmente polimicrobianas, com envolvimento de cerca de 5 a 7 espécies por caso. 

São caracterizadas pelo predomínio de bactérias anaeróbias estritas e gram-

negativas (Munson et al., 2002; Soares, 2002; Gomes et al., 2004; Vianna, 2006; 

Martinho 2007; Siqueira-Junior et al., 2010). Já os casos de insucesso endodôntico 

caracterizam-se por uma microbiota menos diversificada, com reduzido número de 

espécies isoladas por caso, algumas até consideradas monoinfecções. Há 

predomínio de bactérias facultativas e gram-positivas (Sundqvist et al., 1998; 

Molander et al., 1998; Siqueira-Junior, 2001; Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 

2004; Delboni, 2009).  

No interior do canal há alterações ambientais que promovem a seleção de 

determinadas espécies. Algumas não toleram a nova situação e têm seu número 

drasticamente reduzido ou até mesmo desaparecerem do habitat, possibilitando o 

aumento significativo de outras espécies que melhor se adaptaram ao ambiente 

modificado. Em casos de retratamento, as bactérias que permanecem são capazes 

de alterar seu metabolismo, adaptando-se às novas condições ambientais, e de 

crescer dentro de túbulos dentinários (Love, 2001; Gomes et al., 2004; Gomes et al., 

2006b; Gomes et al., 2007; Lorenzo & Cavanague, 2010).  

Segundo Sundqvist et al. (1998) ocorre um processo de seleção de 

microrganismos resultando na mudança da microbiota nos casos de insucesso em 

relação a  infecção primária, porém ainda não se sabe se essa seleção é devido a 

resistência de algumas espécies ao preparo químico-mecânico ou devido a 

capacidade de sobreviverem em ambiente com restrição nutricional ou outras 

condições adversas. 

 As bactérias presentes nos canais de dentes tratados endodonticamente que 

fracassaram podem ser derivadas tanto da infecção primária, que tenham resistido 

ao preparo químico-mecênico e/ou medicação intracanal (infecção persistente), 

quanto podem ter adentrado e contaminado o canal após o tratamento endodôntico 

através das infiltrações coronárias (infecção secundária) (Sundqvist et al., 1998; 

Siqueira-Junior 2001; Siqueira-Junior & Roças, 2004a; Gomes et al., 2006a; Sauaia 

et al., 2006). 
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A microbiota dos casos de retratamento está provavelmente relacionada à 

qualidade do tratamento endodôntico inicial. Dentes com tratamentos endodônticos 

de má qualidade, isto é, limpeza insatisfatória, dentes com obturações muito aquém 

do ápice ou com falhas, apresentam uma microbiota similar àquela encontrada nos 

dentes não tratados (Sundqvist et al., 1998 Siqueira-Junior, 2001). 

Geralmente as bactérias anaeróbias facultativas gram-positivas são mais 

resistentes à atividade antimicrobiana do que os anaeróbios gram-negativos, 

podendo persistir mais freqüentemente em canais radiculares após a terapia 

endodôntica, mesmo em dentes com tratamento aparentemente satisfatório. Alguns 

microrganismos facultativos, como o Enterococcus faecalis, podem permanecer em 

uma fase latente, com uma baixa atividade metabólica por um longo período, e 

mudanças das condições ambientais, como uma infiltração coronária, pode ativar o 

seu crescimento (Amorim et al., 2004; Molander et al., 1998; Siqueira-Junior, 2001; 

Love, 2001). 

Love (2001) mostrou que o E faecalis foi capaz sobreviver, invadir túbulos 

dentinários e aderir ao colágeno mesmo na presença de soro humano. Diferente de 

espécies como S. mutans e S. gordonii que provavelmente tem seu mecanismo de 

invasão á dentina afetado pela presença de soro humano. Este mecanismo pode 

explicar o fato do E faecalis ser capaz de reinfectar o canal obturado e representar 

um importante patógeno em dentes com insucesso do tratamento endodôntico.  

Molander et al. (1998) estudaram a microbiota de 100 dentes com canais 

obturados e que apresentavam lesões periapicais visíveis radiograficamente, 

indicando insucesso do tratamento, e 20 dentes com infecção primária. Os 

resultados mostraram que bactérias estavam presentes em 68 dentes com 

insucesso, porém o uso do clorofórmio foi considerado um fator influente e pode ter 

diminuido o crescimento bacteriano. Dos 21 casos onde foi utilizado o clorofórmio, 

houve crescimento bacteriano em apenas 10 casos (47,3%), enquanto nos 79 

dentes restantes, desobturados sem uso solvente, o crescimento foi detectado em 

58 canais (73,4%). Foi observada uma predominância de espécies bacterianas 

anaeróbias facultativas gram-positivas (69% das amostras identificadas), onde a 

espécie mais freqüentemente isolada foi Enterococcus faecalis. Outras espécies 

isoladas foram: Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Staphylococcus spp., 
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Peptostreptococcus spp., Actinomyces spp., Propionibacterium spp., Escherichia 

coli, Candida albicans e alguns anaeróbios gram-negativos como Fuosbacterium spp 

e Prevotella spp. Os autores concluíram que a microbiota dos canais obturados 

difere qualitativa e quantitativamente das infecções primárias. Enfatizaram a 

necessidade de novas estratégias de combate à infecção durante o retratamento 

não-cirúrgico e sugeriram a realização de mais estudos sobre a microbiota de dentes 

tratados endodonticamente, sua composição e suscetibilidade a substâncias 

medicamentosas utilizadas no tratamento, com o objetivo de elevar os índices de 

sucesso. 

Sundvist et al. (1998) também verificaram a predominância de facultativos 

gram-positivos, sendo o E faecalis a espécie mais freqüente. Dos 54 casos 

estudados foram isoladas bactérias de apenas 24 casos. Houve uma taxa de 

sucesso de 74% nos retratamentos e foi observado que o tamanho da lesão inicial 

influenciou no reparo.  

Com o objetivo de identificar a microbiota dos casos de insucesso 

endodôntico e verificar associações entre determinadas espécies e características 

clínicas, Pinheiro et al. (2003) estudaram 60 dentes com tratamento endodôntico e 

lesão persistente. Bactérias foram isoladas de 51 casos, sendo 57% facultativas e 

43% estritas. E faecalis foi a espécie mais frequentemente isolada, porém foi 

significante a presença de cepas anaeróbias estritas nos casos sintomáticos. 

Gomes et al. (2004) realizaram um estudo microbiológico de 60 canais, sendo 

41 com infecção primária e 19 com infecção secundária, associados a lesões 

periapicais. A microbiota da infecção primária mostrou um equilíbrio de bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas, sendo a maioria anaeróbias estritas, contendo 

mais de 3 espécies por canal radicular. Já a infecção secundária apresentou mais 

bactérias Gram-positivas, anaeróbias facultativas, com cerca de 1 ou 2 espécies por 

canal. Foi detectada uma associação entre os casos de insucesso endodôntico e 

espécies do gênero Enterococcus, Streptococcus, Pepstreptococcus e 

Fusobacterium. 

Peciuliene et al. (2001) avaliaram a microbiota de 40 dentes com insucesso 

endodôntico. Houve crescimento mibcrobiano em 33 casos e o E. faecalis foi isolado 

em 21 amostras, sendo 11 culturas puras, ou seja, só foi detectado uma espécie. O 
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fungo Candida albicans foi encontrado em 6 casos, sendo em 3 casos associado ao 

E. faecalis. 

As metodologias utilizando técnicas de cultura apresentam limitações que 

podem mascarar a diversidade da microbiota. Algumas bactérias são difíceis de 

cultivar, pois são bastante exigentes em relação à requerimento gasoso e 

nutricional. Isso pode representar uma barreira para o melhor entendimento da 

infecção (Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2006a).  

Durante a coleta microbiológica o número de células capturadas pode ser 

pequeno, estando abaixo do necessário para ser detectado em métodos de cultura e 

assim a prevalência e presença de algumas espécies ficam subestimadas. Em 

casos de retratamento ainda existem outros agravantes, como a possibilidade da 

desobturação eliminar bactérias do interior do canal antes de se fazer a coleta, ou o 

uso de solventes que pode exercer uma ação antibacteriana sobre as bactérias 

presentes (Molander et al., 1998; Peciuliene et al., 2001; Siqueira-Junior & Roças, 

2004a). Apesar disso, as vantagens dos métodos de cultura estão relacionadas ao 

seu amplo espectro, o que torna possível identificar uma grande variedade de 

microrganismos numa mesma amostra, incluindo aqueles que não se esperava 

encontrar. Além disso, a cultura torna possível determinar a suscetibilidade 

antimicrobiana destes isolados e estudar sua fisiologia e sua patogenicidade (Shah e 

Gharbia, 1993; Dahlén, 2002).  

Com os avanços tecnológicos e aplicação de metodologias da biologia 

molecular para diagnóstico e identificação de microrganismos foi possível expandir o 

conhecimento sobre a microbiota oral e endodôntica (Gomes & Montagner, 2010). 

Essas metodologias vêm demonstrando uma microbiota mais complexa nos casos 

de retratamento, com envolvimento também de espécies como Treponema spp., 

Prevotella spp., Porphyromonas spp., Filifactor alocis e Tannerella forsythia, 

associadas anteriormente apenas com casos de necrose pulpar e infecção primária. 

Essas espécies podem exercer papel importante na etiopatogenia de insucessos 

endodônticos, especialmente se elas desenvolvem relações de sinergismo. 

(Siqueira-Junior & Roças, 2004a; Gomes et al., 2004; Gomes et al., 2007; Gomes et 

al., 2008; Lourenzo & Mayer, 2010). 
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Dentre as técnicas moleculares podemos destacar a Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) e suas diversas variações (Nested-PCR, Multiplex PCR, Real-

Time Quantitative PCR), Hibridização DNA-DNA (Checkerboard), Eletroforese em 

Gel de Gradiente de Desnaturação (DGGE), Polimorfismo do Comprimento do 

Fragmento Terminal de Restrição (TRFLP), Clonagem e Sequenciamento. Todas 

elas são baseadas na identificação bacteriana através do gene 16S rRNA, uma 

região do DNA bacteriano bastante conservada e sendo assim bem específica para 

cada espécie (Chan e McLaughlin, 2000; Siqueira-Junior et al., 2001; Clarridge, 

2004).   

O limite de detecção da cultura é de aproximanadente 104 – 105 células, já 

métodos moleculares como PCR são bem mais sensíveis e podem detectar um 

número bem baixo de células, cerca de 10 – 102 (Siqueira-Junior & Roças, 2004a; 

Gomes et al., 2006b). 

A grande vantagem desses métodos moleculares é a identificação de 

bactérias difíceis de cultivar, fastidiosas, algumas incultiváveis até o momento ou 

cepas com comportamento fenotípico atípico, não podendo ser identificadas 

fielmente por métodos bioquímicos após a cultura.  Entretanto o fato de identificar 

até mesmo bactérias mortas pode ser uma limitação do método, pois se a bactéria 

não estava mais viável no sitio da infecção, a sua detecção pode induzir a uma falsa 

presunção do seu papel no processo infeccioso (Jung et al., 2001; Siqueira-Junior et 

al., 2001; Foshi et al., 2005 ;Gomes et al., 2006a).  

O nested-PCR é uma variação do PCR simples bastante sensível que 

consiste na realização de reações de amplificação subsequentes com 2 conjuntos 

de primers. A primeira reação é feita com primers universais para amplificar todo o 

gene 16S rRNA das bactérias presentes a partir do DNA extraído das amostras. O 

produto desta reação é submetido a uma segunda reação de amplificação utilizando 

primers espécie-específicos, que irão se anelar a uma sequência interna do primeiro 

fragmento gerado pela reação universal (Willis et al., 1999; Baumgartner et al., 2003; 

Gomes & Montagner, 2010).  

Em 2004, Rôças et al. realizaram um estudo para verificar a ocorrência de 

Enterococcus faecallis em alterações perirradiculares, através de métodos 

moleculares. Foram feitas coletas de dentes necrosados com lesão periapical 
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crônica, pericementite, abscesso periapical agudo e casos assintomáticos de 

insucessos associados com lesão periapical crônica (infecção persistente). Os 

resultados mostraram presença de E. faecallis em 7 dos 21 canais assintomáticos 

com lesão crônica; 1 de 10 casos de pericementite; 1 de 19 casos de abscesso 

agudo; 20 de 30 casos de infecção persistente. A referida bactéria foi 

significantemente mais associada com casos assintomáticos. 

Gomes et al. (2006b) investigaram a presença de E. faecalis em 50 amostras 

de infecção primária e 50 de secundária, através de cultura e método molecular. A 

cultura detectou a presença desta espécie em 23 das 100 amostras e o nested-PCR 

detectou em 79 das 100 amostras. Todos os casos de infecção primária onde foi 

encontrado E faecalis eram polimicrobianas. Dos 21 casos onde foi detectado E 

faecalis em infecção secundária, 14 eram monoinfecções. 

Siqueira-Junior & Roças (2004a) avaliaram a presença de 19 espécies em 22 

casos de dentes indicados ao retratamento endodôntico, através de PCR simples. 

Em todos os casos foi detectada pelo menos uma espécie gram-positiva. Dois casos 

apresentaram monoinfecções, um caso com E. faecalis e outro com 

Pseudoramibacter alactolyticus. A espécie mais prevalente foi E. faecalis (77%), 

seguida de P. alactolyticus (52%), Propionibacterium propionicum (52%), Dialister 

pneumosintes (48%), Filifactor alocis (48%) e Candida albicans (9%). Canais 

radiculares com obturação a mais de 2 mm do ápice radiográfico abrigavam um 

número maior de espécies.  

Foschi et al. (2005) investigaram através de PCR a presença de determinadas 

bactérias (Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotela intermédia, 

Treponema denticola, Tannerella forsythia) em canais radiculares com periodontite 

apical e a associação destas com características clínicas. Todas as espécies 

estudadas foram detectadas tanto em infecção primária quanto secundária. Houve 

associação estatisticamente significante entre a presença de E.faecalis e insucesso 

endodôntico, e entre T. denticola e sintomatologia.  

 Através da aplicação de nested-PCR, com primers espécie-específicos após 

uma reação inicial com primer universal, Gomes et al.(2006a) investigaram a 

presença de F. alocis, T. forsythia e T denticola  em necrose pulpar e casos 

indicados ao retratamento, verificando possíveis associações com sinais e sintomas. 
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As 3 espécies foram detectadas tanto nos casos de infecção primária quanto 

secundária. Houve associação entre F. alocis e dor, edema, canal com exudato e 

abscesso; entre T. forsythia e sensibilidade a percussão; entre T. forsythia, T. 

denticola e mobilidade, exudato e abscesso.  

Gomes et al. (2008) afirmaram que algumas espécies gram-negativas, que 

estão relacionadas com infecção primária, também podem estar envolvidas nos 

insucessos endodônticos, exercendo relações de sinergismo importantes na 

etiopatogenia dessas lesão persistentes. Neste estudo, a bactéria mais freqüente 

nos casos de insucesso endodôntico com lesão periapical foi o E. faecalis, presente 

em 77,8%. Outras espécies encontradas foram: Parvimonas micra (51%), 

Porphyromonas gingivalis (35,6%), Filifactor alocis (27,6%), Treponema denticola 

(24,4%), Porphyromonas endodontalis (22,2%), Prevotella intermédia (11,1%), 

Prevotella nigrescens (11,1%) e Tannerella forsythia (4,4%). Verificou-se também 

associação estatisticamente significante entre T. denticola e P. micra com dor a 

percussão, P. nigrescens com dor espontânea e abscesso, P. endodontalis e P. 

nigrescens com exudato purulento.  

 

2.3. Treponemas spp. nas infecções endodônticas 

 O gênero Treponema inclui bactérias gram-negativas espiraladas, por isso 

são chamadas espiroquetas, que se apresentam como células delgadas com 

aproximadamente 0,2 µm de espessura e de 6 a 20 µm de comprimento. Outra 

característica do gênero é a presença de flagelos, o que lhes confere intensa 

motilidade.  Os Treponemas spp. fazem parte microbiota oral, intestinal e genital. 

Todas as espécies encontradas na cavidade oral são anaeróbias estritas, porém 

existem algumas outras espécies microaerófilas. Algumas espécies são 

sacarolíticas, capazes de fermentar carboidratos, e outras utilizam proteínas para 

obter energia. Coram-se fracamente pelo método da coloração de Gram, então a 

visualizados por microscopia de campo escuro ou convencional e impregnação por 

sais de prata é muitas vezes considerada melhor (Lorenzo & Mayer, 2010; Siqueira-

Junior et al.,, 2010a). 
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Segundo Willis et al. (1999) o nested-PCR é mais sensível para detecção de 

espiroquetas do que a microscopia de campo escuro, particularmente em amostras 

com baixo número de células. 

Os Treponemas são microrganismos fastidiosos, ou seja, muito exigentes em 

relação ao requerimento nutricional, e são também bastante sensíveis ao oxigênio, 

assim sendo, seu cultivo é extremamente difícil, bem como a diferenciação em nível 

de espécie. A melhor caracterização das espécies passou a ser possível com base 

na análise do DNA, através de metodologias moleculares (Fenno e McBride, 1998; 

Chan e McLaughlin, 2000; Sakamoto et al., 2009). Devido à limitação dos métodos 

cultura-dependentes, os trabalhos encontrados na literatura sobre prevalência e 

papel dos Treponemas spp. nas infecções (periodontais ou endodônticas) utilizam 

sempre metodologias moleculares. Dentre as espécies, T. denticola é a mais 

caracterizada e investigada (Choi et al., 1994; Willis et al., 1999; Tsai e Shi, 2000; 

Siqueira-Junior et al., 2001; Baumgartner et al., 2003; Sakamoto et al., 2009; 

Montagner et al., 2010). 

 Alguns importantes fatores de virulência são observados nos Treponemas. 

Por exemplo, e produção de enzimas proteolíticas e o fato de serem dotados de 

motilidade conferem a essas bactérias um grande poder de penetração tecidual, o 

que aumenta sua patogenicidade. Também são capazes de inibir a função 

linfocitária e de neutrófilos polimorfonucleares. Além disso, por serem gram-

negativas, apresentam lipopolissacarídeo (LPS) em sua membrana externa. Esta 

endotoxina tem um significante efeito tóxico sobre o hospedeiro, exacerbando a 

resposta inflamatória e potencializando os danos causados (Fenno e McBride, 1998; 

Tsai e Shi, 2000; Chan e McLaughlin, 2000; Leonardo et al., 2004; Martinho, 2007).  

O envolvimento de varias espécies de Treponemas com problemas 

periodontais e sua virulência nessa patologia são fatores bem conhecidos. Os 

componentes deste gênero podem representar cerca de 50% da microbiota 

encontrada em biofilme subgengival de pacientes portadores de periodontite (Wyss 

et al., 1996; Umemoto et al., 1997; Fenno e McBride, 1998; Chan e McLaughlin, 

2000).  

 Muitos patógenos periodontais são frequentemente isolados em infecções 

endodônticas. O complexo vermelho é um conjunto de 3 bactérias, descrito por 
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Socranskii  et al. (1998), fortemente associadas a doença periodontal agressiva. 

Essas 3 bactérias são Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis e Tannerella 

forsythia, e vem sendo também associada a infecções endodônticas (Siqueira-Junior 

et al., 2000; Roças et al., 2001; Gomes et al., 2006a). 

 Siqueira-Junior et al. (2000) verificaram  a presença de T. denticola em 52,4% 

das amostras de canais radiculares infectados e com lesão periapical estudadas.  

Levando em consideração esse resultado e o fato de serem importantes patógenos 

periodontais, os autores sugerem sua participação também na etiopatogenia de 

lesões periapicais de origem endodôntica. 

Siqueira-Junior & Roças (2004b) detectaram Treponemas com elevada 

frequência em casos de abscessos periapicais agudos, principalmente das espécies 

T. denticola e T. socranskii.  

Baumgartner et al. (2003) estudou o ocorrência de Treponemas spp. em 

infecções endodônticas assintomáticas e casos de abscessos endodônticos. 

Concluíram que a incidência de Treponemas spp. foi significantemente maior nos 

casos de abscessos (60,7%) do que em casos assintomáticos (37%). A espécie 

mais freqüente foi T. socranskii, seguida de T. maltophilum, T. denticola, T. 

pectinovorum e T. vicentii. 

Gomes et al. (2006a) observaram a presença de T. denticola em 24% dos 

casos de retratamento endodôntico. 

 Sakamoto et al. (2009) demonstraram através de nested-PCR, clonagem e 

sequenciamento que uma grande variedade de Treponemas spp. fazem parte da 

microbiota envolvida em infecções endodônticas sintomáticas ou não. T. denticola foi 

detectada em 66% dos 90 casos estudados, T. socranskii em 37% e T. maltophilum 

em 29%. Outras espécies também foram encontradas, incluindo alguns filotipos 

ainda não cultiváveis, e não foi detectada associação entre determinadas espécies e 

sinais e sintomas clínicos. 

Foschi et al. (2006) estudaram o efeito de monoinfecções com T. denticola e 

infecções polimicrobianas pelo “complexo vermelho” em macacos imunodreprimidos 

e macacos normais, em relação a disseminação da infecção e indução de perda 

óssea. Macacos imunodeprimidos e com monoinfecção apresentaram um maior 
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número de abscessos odontogênicos do que os infectados com o “complexo 

vermelho”. Os animais com monoinfecção tiveram uma perda óssea foi mais 

acentua. Esplenomegalia foi verificada em todos os grupos experimentais, e o DNA 

do Td foi detectado por PCR em órgãos como coração, cérebro e baço, indicando 

disseminação da infecção. Os autores concluíram que o Td apresenta elevada 

patogenicidade. 

Montagner et al. (2010), através de nested-PCR, investigaram a presença de 

Treponema spp. em canais radiculares infectados e exudato purulento de abscessos 

periapicais, e avaliaram também a ocorrência de associação positiva entre espécies 

e sintomatologias. As espécies investigadas foram: T. denticola, T. amylovorum, T. 

maltophilum, T. médium, T. socranskii, T. pectinovorum e T. vicentii. O resultado foi 

positivo em 18 das 20 coletas do canal e em 19 das 20 coletas do abscesso. As 

espécies mais encontradas foram T. socranskii, T. denticola, T. medium e T. 

amylovorum. Em nenhuma amostra foi detectado T. pectinovorum, e não houve 

associação entre determinadas espécies e sintomatologia clínica. 

Também através de nested-PCR, Siqueira-Junior & Roças (2003) estudaram 

a ocorrência de T. maltophilum, T. lecithinolyticum, T. amylovorum e T. medium em 

casos de infecção primária com envolvimento perirradicular, sintomáticos ou não. T. 

maltophilum foi o mais prevalente, detectado em 39% dos casos (50% dos casos 

sintomáticos e 33% assintomáticos), seguido de T. lecithinolyticum encontrado em 

26% dos casos (10% sintomáticos e 33% assintomáticos), T. medium em 13% (10% 

sintomáticos e 14% assintomáticos) e T. amylovorum em 7% dos casos (10% 

sintomáticos e 5% assintomáticos). Nenhuma espécie esteve significantemente 

associada com sintomatologia. 

Duas novas espécies, T. parvum e T. putidum, foram detectadas em canais 

radiculares por Roças & Siqueira-Junior (2005). 

Até o presente momento 10 espécies de Treponemas orais foram cultivadas: 

T. denticola, T. amylovorum, T. maltophilum, T. médium, T. socranskii, T. 

pectinovorum, T.vicentii, T lecithinolyticum,T. parvum e T. putidum (Wyss et al., 

1996; Siqueira-Junior et al.,, 2010a). Todas elas já foram detectadas em infecções 

endodônticas primária por métodos moleculares, porém a literatura carece de 
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trabalhos que investiguem a presença de Treponemas spp. também em casos de 

insucesso endodôntico. 
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3. PROPOSIÇÃO 

 

Os objetivos deste trabalho foram: 

 Investigar a presença de T. denticola, T. amylovorum, T. maltophilum, T. 

médium, T.socranskii, T. pectinovorum, T. vicentii e T. lecithinolyticum em 

casos de dentes com insucesso do tratamento endodôntico e lesão periapical 

através de Nested-PCR. 

 Correlacionar o número de espécies detectadas e o tamanho da lesão 

periapical. 

 Verificar possíveis correlações entre a ocorrência das espécies, e entre 

determinadas espécies e características clínicas.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Extração de DNA bacteriano das coletas clínicas 

Foram utilizadas 40 coletas clínicas pertencentes ao Banco de Coletas do 

Laboratório de Microbiologia aplicada a Endodontia da Faculdade de Odontologia de 

Piracicaba – UNICAMP. Todas as coletas eram de canais radiculares que 

apresentavam insucesso do tratamento endodôntico e lesão periapical, e estavam 

armazenadas na temperatura de -20ºC para conservação do DNA bacteriano. Os 

procedimentos de coleta já foram descritos previamente (Delboni, 2009). Este 

trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FOP-UNICAMP (Anexo). 

 Os tubos contendo VMGA III e o cone de papel absorvente (coleta clínica) 

foram colocados no agitador de tubos (MA 162-MARCONI, São-Paulo, Brasil) por 60 

segundos. Após agitação foram removidos 300 µL do VMGA III para a extração do 

DNA com o kit QIAamp DNA mini kit (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA) (Figura 1) de 

acordo com as instruções do fabricante. Este kit é específico para essa função e 

compreende uma série de tampões, centrifugações e filtragens para que o DNA seja 

extraído e no final re-suspendido em uma solução eluente para que possa ser 

armazenado a -20 ºC. Após extração, a concentração do DNA de cada amostra foi 

quantificado através do espectrofotômetro para ácidos nucléicos NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) a fim de verificar o sucesso do 

procedimento de extração de DNA e sua concentração. 

 

Figura 1 - Kit para extração de DNA “QIAamp DNA mini kit”  
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4.2. Nested-PCR 

4.2.1. Reação de PCR Universal 

Para realização do Nested-PCR é necessário inicialmente a amplificação do 

gene 16S rRNA através da reação de PCR  com Primer Universal: 

Univ Foward           5’ GAG AGT TTG ATY MTG GCT CAG 3’ 

Univ Reverse           5’ GAA GGA GGT GWT CCA RCC GCA 3’ 

A reação foi realizada empregando-se uma mistura com volume total de 50µL. 

A quantidade de DNA e água deve somar um total de 37 µL, que somados com 13 

µL do mix resulta no volume total da reação de 50 µL. O ideal é que a reação seja 

feita com uma concentração de DNA entre 50 a 100 ng/µL. Devido à pequena 

concentração de DNA de nossas amostras após a extração, foi utilizada uma 

alíquota de 10 µL na reação de PCR. 

O mix de reagentes era composto por 5µL de Buffer 10X PCR; 1,5µL de 

Cloreto de Magnésio; 4µL de dNTP; 1 µL Primer Univ F (25 pMol); 1 µL Primer Univ 

R (25 pMol); 0,5µL de Platinum Taq DNA Polymerase (Figura 2). 

 

Figura 2 – Componentes para reação de PCR 

Os parâmetros do ciclo para amplificação foram os seguintes: 

Desnaturação inicial_________________94ºC por 4 min 

30 ciclos: Desnaturação______________94ºC por 45 seg 

       Anelamento_______________60ºC por 45 seg 

       Extensão_________________72ºC por 1,5 min 

Extensão final_____________72ºC por 15 min 
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Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese horizontal em gel 

de agarose 1% (0,9 g de agarose ultrapura Invitrogen + 900 mL de TAE 1x), corado 

com 0,5µL de brometo de etídio (10mg/ml), por aproximadamente 45 minutos a 90V e 

temperatura ambiente em um tampão TAE 1X. Foram colocados 4µL do produto de 

PCR misturados com 2µL de corante (BlueJuice Gel Loading Buffer – Invitrogen) em 

cada poço do gel (Figura 3). Foi usado marcador molecular de 1 Kb (Invitogen) já 

que a reação resultou em um produto com 1500 pares de base. 

 

Figura 3 – Cuba de eletroforese contendo o gel com as amostras nos poços. 

Após a eletroforese, o gel era observado sob luz UV para verificar a presença 

das bandas, e a imagem era então fotografada e gravada (Figura 4). As reações 

foram consideradas positivas se bandas do tamanho apropriado estiverem 

presentes. Foi utilizado um controle positivo com DNA extraído de uma bactéria 

ATCC, para comprovar se a reação estava realmente correta, e um controle 

negativo, onde não era acrescentado DNA bacteriano, para verificar se não havia 

contaminação de nenhum dos reagentes ou água MiliQ utilizada. 

 

Figura 4 – Resultado da eletroforese em gel de agarose demonstrando o produto da 
amplificação do DNA bacteriano de 15 amostras testadas, com o controle positivo e 
negativo. 
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4.2.2. Reação de PCR com Primers Específicos para Treponema spp. 

Verificado o sucesso da reação universal, uma alíquota do produto desta 

reação era utilizada para realização de outra reação PCR, agora usando um primer 

espécie-específico. 

As espécies de treponemas investigadas foram T. denticola, T. amylovorum, 

T. maltophilum, T. médium, T. socranskii, T. pectinovorum, T. vicentii, T. 

lecithinolyticum. Seus respectivos primers específicos, tamanho do fragmento 

amplificado, bem como os parâmetros de cada ciclo (Desnaturação Inicial; 36 Ciclos 

contendo Desnaturação, Anelamento e Extensão; Extensão Final) encontram-se na 

tabela 1 (Willis et al., 1999). 

 

Tabela 1 –  Primers espécie-específicos utilizados, tamanho do fragmento amplificado e 

parâmetros de ciclos da reação de PCR. 

 
 

O volume total dessas reações era 25 µL, sendo 1,5 µL de produto da reação 

universal, 18,7 µL de água MiliQ estéril e 4,8 do mix de reagentes que era composto 

por 2,5µL de Buffer 10X PCR; 1,25µL de Cloreto de Magnésio; 0,5µL de dNTP; 

0,25µL do Primer F (25 pMol); 0,25µL do Primer Univ R (25 pMol); 0,125µL de 

Platinum Taq DNA Polymerase. 

De maneira semelhante como foi feito na reação universal inicial, após essa 

segunda reação com primers específicos, os produtos amplificados foram analisados 

por eletroforese horizontal em gel de agarose 1% (Figura 5). Foi usado marcador 
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molecular de 100 bp (Invitogen) já que a reação resultou em um produtos variando 

entre 193 á 950 pares de base. 

 

Figura 5 – Resultado da eletroforese em gel de agarose demonstrando o produto da reação 

com o primer para T. denticola de 32 amostras. 

Os dados foram tabulados e submetidos a análise estatística através dos 

programas SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, Illionis, USA) e BioEstat (CNPQ, 

2000, Brasília, DF, Brasil). Foi analisada a associação entre as espécies de 

Treponema, e a relação entre a presença da espécie e sintomatologia clínica através 

do teste Chi-Square de Pearson ou Teste exato de Fisher, com nível de confiança 

de 95%. Para correlacionar o tamanho da lesão periapical com o número de espécie 

de Treponema presente no canal foi aplicado o teste de Correlação de Pearson. 
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5. RESULTADOS 

  As características clínicas e radiográficas de cada caso já foram descritas 

anteriormente por Delboni em 2009, e encontram-se no tabela 2. Uma amostra (caso 

clínico 25) apresentou resultado negativo na reação universal inicial, ou seja, não foi 

detectada presença de banda no gel. Essa amostra foi então descartada e não foi 

utilizada nas demais reações. 

 Tabela 2 – Características clínicas e radiográficas dos 39 casos estudados. 

Caso 
Clínico 

Dor 
Prévia 

Dor 
Percussão 

Fístula 
Qualidade 
Obturação 

Qualidade 
Restauração 

Diâmetro 
Lesão  

Pino 

1 Sim Sim Sim Ruim Ruim 6 mm Não 

2 Não Sim Não Ruim Boa 2 mm Sim 

3 Não Não Não Boa Boa 20 mm Sim 

4 Não Não Não Boa Boa 3 mm Não 

5 Não Não Não Boa Boa 3 mm Não 

6 Não Não Não Boa Ruim 4 mm Não 

7 Não Sim Não Ruim Boa 2 mm Sim 

8 Não Não Não Ruim Boa 2 mm Sim 

9 Não Não Não Ruim Ruim 5 mm Não 

10 Não Não Não Ruim Boa 5 mm Sim 

11 Não Não Não Boa Boa 5 mm Sim 

12 Não Não Não Ruim Ruim 10 mm Não 

13 Não Não Sim Ruim Boa 3 mm Não 

14 Não Não Não Ruim Ruim 20 mm Sim 

15 Não Não Não Ruim Boa 20 mm Sim 

16 Não Não Não Boa Boa 5 mm  Não 

17 Não Não Sim Boa Ruim 10 mm Não 

18 Não Não Não Boa Boa 3 mm Não 

19 Não Sim Não Ruim Ruim 3 mm Não 

20 Não Sim Não Ruim Boa 3 mm Sim 

21 Não Sim Não Ruim Ruim 4 mm Sim 

22 Sim Sim Não Ruim Ruim 4 mm Sim 

23 Sim Sim Sim Boa Ruim 20 mm Não 

24 Não Sim Não Ruim Ruim 40 mm Não 

25 Não Sim Não Boa Ruim 40 mm Não 

26 Não Sim Não Ruim Ruim 40 mm Não 

27 Não Não Sim Ruim Ruim 10 mm Não 

28 Sim Não Não Ruim Boa 4 mm Sim 

29 Não Sim Sim Ruim Ruim 3 mm  Não 

30 Não Não Não Boa Boa 3 mm Não 

31 Não Não Não Ruim Ruim 3 mm Sim 

32 Não Não Não Ruim Boa 5 mm Não 

33 Sim Não Não Boa Boa 4 mm Sim 

34 Não Não Não Ruim Ruim 2 mm Sim 

35 Não Não Não Boa Ruim 3 mm Sim 

36 Não Não Não Ruim Ruim 4 mm Não 

37 Não Não Não Ruim Ruim 2 mm Sim 

38 Não Não Não Boa Boa 8 mm Não 

39 Não Não Não Ruim Ruim 2 mm Não 

40 Não Não Não Ruim Ruim 1 mm Sim 
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 Todos os casos apresentavam lesão periapical, sendo maior ou igual a 4 mm 

em 55% dos casos. Sintomatologia foi observada em 42,5% dos casos, sendo 5 

casos de dor prévia e 12 casos de dor a percussão. Retentor intra-radicular esteve 

presente em 45% dos casos. A qualidade da obturação foi considerada boa e a 

restauração satisfatória em 35% e 45% dos casos respectivamente.  

 Das 39 amostras processadas nas reações com primers específicos, em 17 

casos (43,5%) não foi detectada a presença de nenhuma das 8 espécies estudadas. 

Em 22 casos (56,5%) pelo menos uma espécie foi detectada. O número máximo de 

espécies detectadas no mesmo canal foi 6, ocorrendo em apenas 1 amostra. Três 

amostras apresentaram resultado positivo para 5 espécie, 2 amostras apresentaram 

4 espécies, 4 amostras 3 espécies, 8 amostras 2 espécies e 4 amostras 

apresentaram resultado positivo para apenas 1 espécie (Grafico 1). Não houve 

correlação entre o número de espécies detectadas e o tamanho da lesão periapical 

(p>0,05). 

 

Gráfico 1 – Porcentagem de casos que apresentaram 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 

espécies diferentes de Treponema. 
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As espécies mais frequentemente detectadas foram T. denticola e T. 

maltophilum, presentes em 30,8% dos casos.  O gráfico 2 mostra a freqüência com 

que cada espécie esteve presentes nas 39 amostras de canais radiculares com 

insucesso endodôntico estudadas. 

 

Gráfico 2 – Frequência de ocorrência dos Treponemas 

 

Foi observada associação positiva (p<0,05) entre T. denticola com T. 

amylovorum, T. maltophilum, T. medium, T. socranskii; entre T. medium e T. 

socranskii, T. maltophilum; entre T. maltophilum e T. socranskii, T. lecithinolyticum. 

Verificou-se correlação entre ocorrência de T. lecithinolyticum e presença de retentor 

intra-radicular (p<0,05), porém não houve correlação  entre a presença de 

determinadas espécies e sintomatologia (p>0,05). 
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6. DISCUSSÃO 

  

 A aplicação das metologias moleculares expandiram bastante o conhecimento 

sobre a microbiologia endodôntica. Muitas espécies antes desconhecidos, que até o 

momento não haviam sido isoladas de canais radiculares ou considerados não 

cultiváveis, passaram a ser identificadas em amostras coletadas dos diversos tipos 

de infecções endodônticas, colaborando para melhor identificação e compreensão 

da patogenicidade da microbiota dessas infecções. Assim, pode-se perceber que a 

microbiota oral e endodôntica é ainda mais complexa do que descrita por estudos 

anteriores, inclusive em casos de retratamento (Peciuliene, et al., 2001; Siqueira-

Junior & Roças, 2004a, b; 2005; Foschi et al., 2005; Siqueira-Junior et al., 2007; 

Gomes et al., 2008; Delboni, 2009). Nossos resultados também sugerem uma maior 

diversidade da microbiota em casos de insucesso. 

Segundo Dahlén (2002), o método de cultura microbiana é considerado o 

“padrão ouro” para a avaliação microbiológica das infecções odontogênicas. A 

cultura realmente representa uma valiosa ferramenta para a microbiologia clínica, 

entretanto, para avaliação de diversidade da microbiota, os métodos mais indicados 

são os que envolvem biologia molecular devido a sensibilidade das técnicas (Jung et 

al., 2001; Pinheiro, et al., 2003; Gomes et al., 2006b; Gomes et al., 2008).   

Percebe-se na literatura um grande número de trabalhos abordando a 

microbiologia em casos de insucesso. Peciuliene et al. (2001) sugere que este fato 

esteja relacionado com os baixos níveis de sucesso comparados com as infecções 

primárias. Conhecendo bem o perfil microbiano da infecção podemos tratá-la 

melhor, pois a estratégia para se combater uma infecção deve ser baseada no 

conhecimento da microbiota (Molander, et al. 1998). 

Alguns trabalhos revelaram ausência de microrganismos em casos de 

retratamento. Apesar de se acreditar que o maior responsável pelos insucessos 

sejam os microrganismos, nesses casos não podemos descartar a possibilidade de 

cistos verdadeiros ou reações de corpo estranho (Molander et al., 1998; Nair, 1999a; 

Peuciliene, et al., 2001). No presente trabalho o DNA bacteriano foi detectado, 

através da reação universal inicial, em 39 amostras. Apenas 1 amostra  não 

apresentou banda após o PCR, provavelmente devido problemas durante a extração 
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do DNA. Não acreditamos que houvesse ausência de bactérias nesta amostra, pois 

Delboni (2009) apresentou anteriormente resultados de cultura microbiana dessas 

amostras, e verificou crescimento em todas elas.  

A metodologia utilizada neste trabalho, o nested-PCR, apresentam vantagnes 

e desvatagens. É um método altamente sensível e por isso muito susceptível a 

comtaminação. Por isso é de extrema importância a realização do controle negativo 

durante a realização das reações, tanto a universal inicial quanto as espécificas 

subsequentes. (Baumgartner et al., 2003; Gomes et al., 2006a; Montagner et al., 

2010). No presente trabalho todas as reações tiveram um controle negativo, a fim de 

evitar a posível ocorrência de resultados falso-positivos. Todos os nossos controles 

negativos apresentaram resultados negativos, assegurando a ausência de 

contaminação e fidelidade de nossos resultados positivos. 

A aplicação de métodos moleculares possibilitaram a identificação de 

bactérias difíceis de cultivar ou que antes pensava-se não estarem relacionadas com 

infecções endodônticas, tanto primária quanto secundária. Isso despertou 

curiosidade e muitas investigações surgiram. Por exemplo os Treponemas spp., 

espécies relacionadas com doença periodontal, passaram a ser investigadas e vêm 

se mostrado freqüente também em infecções endodônticas (Jung et al., 2001; 

Siqueira-Junior et al., 2001; Baumgartner et al., 2003; Siqueira-Junior & Roças, 

2004b; Foschi, et al., 2005; Roças & Siqueira-Junior, 2005; Sakamoto et al., 2009; 

Montagner et al., 2010). 

O presente trabalho detectou Treponemas spp. em 56,5% das amostras. 

Diversos trabalhos na literatura também já identificaram, com certa freqüência, 

varias espécies do gênero Treponema em infecções endodônticas primárias 

sintomáticas e com abscessos ou casos assintomáticos com lesão periapical 

(Siqueira-Junior et al., 2001;  Baumgartner et al., 2003; Siqueira-Junior & Roças, 

2003; 2004b; Roças & Siqueira, 2005; Sakamoto et al., 2009; Montagner et al., 

2010). Nenhum trabalho até o momento havia estudado a presença de T. denticola, 

T. amylovorum, T. maltophilum, T. medium, T. pectinovorum, T. socranskii, T. vicentii 

e T. lecithinolyticum em casos de insucesso endodôntico. 

A maioria dos trabalhos na literatura aponta uma maior ocorrência de 

Treponemas spp. em casos agudos, indicando sua elevada patogenicidade, fato que 
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pode sugerir a associação de determinadas espécies com sinais e sintomas 

(Baumgartner et al., 2003; Siqueira-Junior & Roças, 2004b; Foschi et al., 2006; 

Gomes, et al., 2006a). Entretanto, nós não verificamos correlação entre a presença 

de determinadas espécies e sintomas, nem correlação entre o número de espécies 

detectadas e o tamanho da lesão periapical, estando de acordo com alguns estudos 

anteriores (Peciuliene et al., 2001; Siqueira-Junior & Roças, 2003; Sakamoto et al., 

2009; Montagner et al., 2010). 

As espécies mais freqüentes foram T. denticola, T. maltophilum, T. socranskii 

e T. medium, concordando com os resultados de Baumgartner et al (2003), Siqueira-

Junior & Roças (2003) e Sakamoto et al. (2009). T. amylovorum foi a espécie menos 

freqüente, discordando dos achados de Montagner et al. (2010), onde T.a foi uma 

das mais prevalentes. Já em relação ao T. pectinovorum, nós o detectamos em 7 

amostras e no trabalho de Montagner et al. (2010) está espécie não foi detectada. 

Todavia, ao compararmos nossos resultados com esses outros trabalhos na 

literatura, devemos levar em consideração o fato de que eles estudaram infecções 

primárias, e então não podemos desconsiderar as alterações que fatores de seleção 

podem provocar na microbiota em infecções secundárias (Sundqvist et al. 1998; 

Gomes et al., 2004; Gomes et al., 2006b; Lorenzo & Cavanague, 2010). A literatura 

é escassa em relação a trabalhos de investigação de Treponemas em casos de 

retratamento endodôntico, apenas encontramos relatos de T. denticola em 

retratamentos. Gomes et al.(2006a) verificaram presença desta espécie em 24% das 

amostras estudadas, resultado semelhante ao nosso trabalho. 

Alguns autores discutem a importância de se colocar uma barreira sobre o 

material obturador remanescente em casos de preparo para pino, a fim de evitar 

infiltração, e a realização imediata do selamento coronário (Sauaia et al., 2006). A 

presença de retentores intra-radiculares algumas vezes é apontada como uma 

possível via de contaminação. Nossos resultados mostraram uma correlação 

significante entre a ocorrência de T. lecithinolyticum e presença de retentor intra-

radicular (p<0,05).  

 Diante dos resultados obtidos e de acordo com o levantamento bibliográfico 

realizado, é importante ressaltar que a maioria das metodologias moleculares 

informa apenas a presença ou ausência de determinadas bactérias. Devemos 
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atentar para a interpretação dessas informações, pois número de células 

encontradas pode ser significante em relação ao papel de cada espécie na 

etiopatogênia das alterações pulpares e periapicais. Algumas bactérias podem 

representar apenas um papel ecológico enquanto outras estão diretamente ligadas 

aos danos causados ao hospedeiro. Outro aspecto importante é a associação de 

metodologias para o estudo da microbiota endodôntica (Gomes et al., 2006b; Gomes 

et al., 2008). 

 Delboni (2009) sugeriu, para melhor entendimento dos insucessos 

endodônticos, que futuros trabalhos investiguem a correlação da microbiota de 

diferentes sítios orais, no intuito de esclarecer a origem da microbiota dos casos de 

retratamento. Para que possamos saber se os principais responsáveis pelos 

insucessos são bactérias que resistiram ao preparo químico-mecânico e/ou 

medicação intracanal, permanecendo no canal (infecção persistente), ou são 

aquelas que por infiltração causaram a recontaminação do canal radicular (infecção 

secundária) (Sundqvist et al., 1998; Gomes et al., 2006b; Gomes et al., 2008). 

Com certeza novos microrganismos ainda serão identificados. Entretanto fica 

o desafio em meio à detecção de tantas espécies, de saber qual a importância e as 

implicações clínicas destes achados laboratoriais (Gomes & Montagner, 2010).  

De qualquer maneira, as interações bacterianas parecem ser o elemento 

chave para o crescimento e a sobrevivência dos microrganismos no seu habitat e 

conseqüente capacidade de produzir doença.  Além disso, a complexidade do 

sistema de canais radiculares favorece o surgimento de uma comunidade 

microbiana bastante diversificada. As técnicas de coleta e processamento 

laboratorial, tanto de cultivo quanto moleculares, apresentam limitações intrínsecas. 

Assim, para um diagnóstico ideal seria necessário o uso conjunto de metodologias 

que fornecem resultados de detecção, caracterização e quantificação para desenhar 

de forma mais completa o perfil das comunidades microbianas relacionadas às 

infecções endodônticas em suas diversas modalidades: infecções primárias 

sintomáticas e assintomáticas, infecções secundárias e persistentes (Jung  et al., 

2001; Gomes et al., 2008; Gomes & Montagner, 2010). 
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7. CONCLUSÃO 

  

 De acordo com os resultados obtidos, e pela metodologia proposta podemos 

concluir que: 

 Espécies do gênero Treponema foram identificadas em 56,5% das amostras 

de canais radiculares com insucesso endodôntico e lesão periapical 

estudadas, o que pode indicar que a microbiota dos casos de insucesso 

endodôntico parece ser mais complexa do que se acreditava anteriomente. 

 As espécies mais frequentes foram T. denticola e T. maltophilum, seguidas de 

T. socranskii, T. medium, T. vicentii, T. pectinovorum, T. lecithinolyticum e T. 

amylovorum. 

 Não houve correlação entre o número de espécies detectadas e o tamanho 

da lesão periapical (p>0,05). 

 Verificou-se correlação entre ocorrência de T. lecithinolyticum e presença de 

retentor intra-radicular (p<0,05). 

 Não foi observada correlação entre a presença de determinadas espécies e 

sintomatologia (p>0,05). 

 Foi observada associação positiva (p<0,05) de T. denticola com T. 

amylovorum, T. maltophilum, T. medium, T. socranskii; entre T. medium e T. 

socranskii, T. maltophilum; entre T. maltophilum e T. socranskii, T. 

lecithinolyticum.  
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