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RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar a presenca de microrganismos do
complexo vermelho tais como: Treponema denticola, Porphyromonas
gingivalis e Tannerella forsythia, em dentes com infecgGes endodénticas
primarias antes, ap6s o preparo quimico-mecanico (PQM) com auxilio de
clorexidina gel 2% (CHX, Endogel). Foram utilizadas amostras de canais
radiculares com infeccdo endodénticas primarias, antes (S1) e apds PQM
(82). Os microrganismos Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis e
Tannerella forsythia foram identificados pelo método de Reagdo de
Polimerase em Cadeia (PCR) e a leitura realizada em gel de agarose 1,5%. O
complexo vermelho foi detectado em 4% das infec¢bes endodbnticas
primarias antes do PQM e em nenhum caso apdés PQM. Em S1 as espécies
P. gingivalis foram encontradas em 10 casos, T. denticola em 8 casos e T.
forsythia em 4 casos. Em S2 apenas P. gingivalis e T. denticola estavam
presentes. Foi também observado que bactérias totais estavam presentes em
todas as amostras, inclusive naquelas gue se mostraram negativas para a
presenga de algum dos microrganismos avaliados. Concluiu-se que as
bactérias do complexo vermetho estio presentes em canais com infecgao
endoddntica primaria, sobrevivendo a terapia endoddntica em porcentagens

distintas, tendo potencial de serem patdgenos endodénticos.



1. INTRODUCAO

As bactérias anaerdbias gram-negativas sao frequentemente
encontradas em infecgées endoddnticas e estdo associadas as doencas
perirradiculares (Siqueira 1997). Evidéncias cientificas indicam que as
infecgdes endoddnticas contem uma grande diversidade microbiana e gue,
em consequéncia das interacbes, positivas ou negativas entre o0s
microrganismos, somente um grupo restrito de espécies bacterianas podem
predominar, a ponto de causar doencas (Gomes ef al. 1994, Gomes 2002,
Vianna 2006).

Estudos com culturas de microrganismos mostraram que muitas das
espécies periodontopatogénicas nao sdo comumente isoladas de infecgdes
endoddnticas, por isso muitas vezes os métodos moleculares auxiliam na

deteccao dessas (Vianna et al. 2005, Gomes et al. 2007, 2009). Estes

métodos podem fornecer informagdes importantes para o entendimento dos
microrganismos envolvidos nas infeccdes endodénticas e assim colaborar
para o desenvolvimenio de técnicas ou emprego de solugdes quimicas
auxiliares gque contribuam para o combate microbiano.

O nimero de espécies em canais radiculares infectados pode variar de
1 a mais de 12, e o nimero de células bacterianas pode variar de < 102 a >10°
por canal radicular (Sundqgvist & Figdor 2003).

No estudo de Jung et al. (2000), 38 canais radiculares foram

investigados pelo método de PCR e “dot-blot hybridization” para a presenca
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de microrganismos. Os microrganismos encontrados com maior freqliéncia
foram Fusobacterium spp., Peptostreptococcus micros e Porphyromonas
gingivalis. Associacdes significantes foram encontradas nas combinagfes de
T. forsythia / P. gingivalis e P. gingivalis / Treponema spp.

As espécies bacterianas Treponema denticola, Porphyromonas
gingivalis e Tannerella forsythia foram denominadas como membros do
compiexo vermelho por Socransky et al. (1998). Estas estdo fortemente
associadas com a severidade de doengas periodontais, ou seja, estao
positivamente relacionadas & presengca de bolsa periodontal e de
sangramento a sondagem (Socransky et al. 1998). Esses microrganismos
parecem possuir importantes fatores de viruléncia que favorecem a destruigéo
tecidual, como por exemplo, a presenca de lipopolissacarideos (LPS),
produgdo de fibrina, proteases fosfolipase, alcalose e fosfatases (Rocas et al.
2001). Tais espécies foram previamente encontradas em canais radiculares
infectados (Siqueira 1997, Baumgariner ef al. 7999, Sundqvist ef al. 1989,
Vianna et al. 2005, Gomes et al. 2007). Entretanto nao existiam estudos que
demonstrassem a prevaiéncia, redugéo ou inexisténcia do complexo vermelho
em infecgdes endoddnticas primarias apos a realizagéo do preparo quimico-
MEecanico.

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi identificar as espécies
Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia em

canais radiculares infectados antes e apds o preparo guimico-mecanico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Complexo vermelho

2.1.2. Complexo vermelho na cavidade oral

O complexo vermelho foi descrito primeiramente por Socransky et al.
(1982), esses autores identificaram por meétodos moleculares Treponema
denticola, Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia presentes em
bolsas periodontais.

A relacho etioldgica das bactérias com as diferentes doencas
periodontais baseia-se nos seguintes critérios, de acordo com Socransky et
al. (1982):

» Para que um microrganismo seja importante em um processo de
doenca, deve ser comumente encontrado em numeros elevados nos
sitios de doenca e ausente ou nao frequentemente encontrados nos
sirios saudaveis.

» A eliminag&o ou supressao do organismo pelo tratamento deve ter uma
influéncia positiva.

» Deve provocar uma resposta imunolégica para o organismo, seja uma
resposta de anticorpos elevada ou uma resposta celular.

* A implantagao experimental de um organismo no sulco gengival de um

animal deve levar ao desenvolvimento de, no minimo, algumas
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caracteristicas da doenga com ocorréncia natural (como inflamagéo,
destruigéo de tecido conjuntivo e perda éssea).

*» O patdégeno em questdo deve possuir um potencial patogénico ou

virulento.

Seguindo esses parametros, cinco complexos microbianos foram
classificados (Socransky et al. 1998). As principais bactérias relacionadas
com a doenga periodontal do adulto s&o as presentes em dois desses
complexos, o Complexo Vermelho (P. gingivalis, B. forsythus e T. denticula) e
o Complexo Laranja {P.intermedia, T.denticula e T. forsythus). Sendo o
Complexo Vermelho de maior importdncia na destruicdo periodontal, a
participacao desses microrganismos nas infecgdes endodbdnticas pode talvez

representar uma relagéo com a destruigao periodontal tecidual.

2.1.3. Bactérias do complexo vermelho na endodontia

As espécies de Treponema denticola e Tannerella forsythia sao de
dificil identificagéo por métodos de cultura em placas e foram encontradas em
canais radiculares por métodos moleculares, sendo estes de exirema
importdncia no reconhecimento das espécies envolvidas nas Infecgdes
endoddnticas.

As esgpécies do compiexo vermelho foram detectadas em canais
radiculares com infeccbes endodbnticas (Rdcas et al. 2001, Gomes et al.
2007), entretanto ainda pouco se conhece sobre sua resisténcia aos

procedimentos endoddnticos.
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As espécies de Treponema denticola foram encontradas
freqientemente e em quantidades representativas nos canais radiculares de
dentes com infeccdes endoddnticas primarias (Vianna et al. 2007) sugerindo
que esses microrganismos podem desempenhar um papel importante nas
infeccoes endoddnticas.

Foschi et al. (2005) avaliaram atraves de métodos de cultura e também
moleculares a presenga de Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella infermedia, Tannerella forsythia e Treponema denticola em canais
radiculares infectados. Foram utilizados 62 dentes e dentre esses 70% com
infeccOes primarias. T. denticola e E. faecalis foram detectados em 24% dos
casos, P. gingivalis em 13%, P. intermédia em 8% e T. forsythia em 7%. Os
autores sugeriram gue essas espécies possuiriam um papel importante nas
patologias endoddnticas.

As espécies de Porphyromonas gingivalis s@o enconiradas na porgao
apical e muitas vezes podem estar relacionadas com casos de doenca
endoddntica de causa endo-periodontal (Carranza & Newman 1996).
Entretanto, esses microrganismos mostram-se presentes em infeccdes
endodénticas mesmo sem envolvimento periodontal, e muitas vezes estao
associados aos casos de sintomatologia relacionada a etiologia endoddntica
(Haapasalo 1993, Gomes et al. 2007).

As espécies de Tannerella forsythia, anteriormente conhecida como
Bacteroides forsythus, também foram previamente encontradas dentro do
canal pulpar infectado (Siqueira 1997, Baumgartner ef al. 1999, Sundqvist et

al. 1989, Vianna et al. 2005, Gomes et al. 2007).
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3. MATERIAL E METODO

Este projeto é parte integrante do projeto de Pés-doutorado intitulado:
“Variagoes das espécies microbianas aos procedimentos endodénticos -
estudo da presenga e distribuicdo microbiana em denltes com necrose pulpar’
desenvolvido pela aluna de pds-doutorado Morgana Eli Vianna, sob
supervisdo da Profa. Dra. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes, na
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de
Campinas.

As amostras utilizadas neste projeto foram coletadas de 24 pacientes,
os quais foram atendidos na Facuidade de Odontologia de Piracicaba pela
aluna de pos-doutorado (Comité de ética 018/2007). A idade dos pacientes
variou entre 18 e 59 anos e os pacientes ndo apresentavam sinais e sintomas
de origem endodfntica, ou seja, eram casos assintomaticos. Os dentes
selecionados eram unirradiculares, apresentando tecido pulpar necrético com
evidéncia radiogréafica de periodontite apical.

Detathes das coletas e procedimentos clinicos podem ser vistos em
Vianna et al. (2007). Sumariamente, para a coleta das amostras, foi
introduzido um cone de papel absorvente autoclavado no comprimento total
do canal {(determinado pela radiografia pré-operatéria), permanecendo nesta
posicdo por 680 segundos, antes e apés PQM. Nos casos onde o canal
encontrava-se seco, este foi umedecido com soro fisioldgico, para assegurar

uma amaostra viavel. Os cones de papeis foram colocados em “eppendorfs” de



1,5 mi contendo meio de transporte RTF (Reduced Transport Fluid, Syed &

Loesche 1972) e congelados a -70°C para posterior processamento.

3.1. EXTRACAO DO DNA

Quinhentos microlitros de cada amosira foram utilizados para extragéo
dos DNAs, realizada com o auxilio do Qiamp DNA Mini Kit (Quiagen, Hilden,
Germany) de acordo com o protocolo descrito a seguir:

Inicialmente as amosiras foram centrifugadas a 8000 rpm por 5
minutos, o sobrenadante foi removido. Foram adicionados 180ul de ATL e
20ul de proteinase K, a seguir foram incubadas a 56°C por 30 minutos. Apds,
foram adicionados 200l AL e novamente incubadas a 70°C por 10 minutos. A
sequir, foram adicionados 200l de etanol 100% e todo volume foi transferido
para tubos com filtro (QL Amp Mini Spin Coilum). Os tubos foram
centrifugados a 8000 rpm por 1 minuto, este filtro foi transferido para outro
tubo vazio do kit, 500ul de AW1 foi adicionado e novamente centrifugado a
8000 rpm por 1 minuto. O mesmo processo foi realizado para a adicao de
500 de AW2, sequido de centrifugagdo a 13.000 rpm por 3 minutos. Os
filiros foram transferidos para eppendorfs de 1,5 ml com tampa, 100 de
solugdo AE foi adicionada; aguardou-se 3 minutos para nova centrifugacao a
8000 rpm por 1 minuto. Essa solugdo obtida continha o DNA das amostras e
foi conservada em freezer a 20°C para posteriror processamento.

A concentracdo do DNA foi mensurada a Aggp utilizando Gene Quant 1]

(Pharmacia Biotech, Carnbridge, England).

16



3.2. REACOES DE PCR

AplGs a extragio do DNA, a reagdo de PCR foi realizada em um
termociclador convencional (Biometra, Gottingen, Alemanha).

Os primers especificos foram utilizados para verificar a presenca de
microrganismos do complexo vermelho. Os primers e a provavel amplificacéo
para a espécie bacteriana testada (numerc de bases pares — bp) estdo

citados na Tabela 1.

Tabela 1. Primers especificos para cada microrganismo avaliado.

Posicéo
Microrganismos Primers das Autores
bases(bp)

Bactérias totais | TCCTACGGGAGGCAGCAGT 120-760 )

Nadkarni et af. 2002
(EuF/ EuR) GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT | (466)
T. denticola TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT 709-1132

Ashimoto et al. 1996
(TdF/ TdR) TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA | (404)
P. gingivalis AGGCAGCTTGCCATACTGCG 193-508

Ashimotc et all 1996
(PgF/ PgR} ACTGTTAGCAACTACCGATGT (316}
7. forsythia GCGTATGTAACCTGCCCGCA 786-1387

Ashimoto ef al. 1996
(TiF/ TiR) TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT {602)

T. denficola: Treponema denticola, P. gingivaiis: Porphyromonas gingivalis, T. forsythia: Tannereila
forsythia
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Os DNAs das bactérias seguintes foram utilizados como controle de
PCR: Tannerella forsythia (antiga nomenclatura: Bacteroides forsythus) ATCC
43037, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 e Treponema denticola ATCC
35405 gentilmente cedidas pelo Departamento de Microbiologia Oral da

Universidade de Aachen (RWTH — Aachen, Alemanha).

Treponema denticola
As reagdes foram realizadas com volume final de 25 pl, na qual

continha 1,5 pl do DNA exiraido, 0,25 ul TdF primer (100uM), 0,25 pl TdR
primer (100uM), 0,5 pl dNTP’s, 2,5 pt de tampdo (10X Taq buffer), 1,25 i
MgClz, 0,125 pl de Tag Polymerase (5 U/uL), 18,6 pl agua Mili-Q. O protocolo
das temperaturas foi: 95°C por 2 min; 36 ciclos de 94°C por 30s, 60°C por 1

minuto, 72°C per 2 minutos, e elongacao final de 72°C por 10 minutos.

Porphyromonas gingivalis

O volume final de cada reacéo foi de 25 W, na qual continha 1,5 yl do
DNA extraido, 0,25 pl PgF primer (100uMj), 0,25 pl PgR primer (100pM), 0,5 pl
dNTP’s, 2,5 pl de tamp&o (10X Taq buffer), 1,25 pl MgClz, 0,125 ul de Tag
Polymerase (5 U/uL), 18,6 |l agua Mili-Q. O protocolo das temperaturas foi:
95°C por 2 min; 36 ciclos de 94°C por 30s, 60°C por 1 minuto, 72°C por 2

minutos, e elongacao final de 72°C por 10 minutos.
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Tannerella forsythia

O volume final de cada reagao foi de 25ui na qual continha 1,5 ul do
DNA extraido, 1,0 ul TfF primer (100puM), 1,0 TIR primer (100pM), 0,5 J
dNTP’s, 5,0 pt de tampéo (10X Taq buffer), 1,25u MgCl,, 0,5 de Tag
Polymerase (5 U/uL}, 18,25 pl dgua Mili-Q. O protocolo das temperaturas foi:
95°C por 2 min; 36 ciclos de 94°C por 30s, 60°C por 1 minuto, 72°C por 2

minutos, e elongacao final 72°C por 10 minutos.

Bactérias totais

Uma amplificacac com primers universais foi realizada para verificagao
da presencga de DNA bacterianc nas amostras (bactérias iotais).

As seqﬁénciés dos primers universais (Tabela 1) foram as mesmas
descritas por Nadikarni et al. (2002), previamente testadas sua universalidade
por Horz et al. (2005). O resultado encontrado foi positivo para a presenca de
DNA bactertano em todas as amostras, inclusive naquelas que se mostraram
negativas para a preéeng:a de algum dos microrganismos avaliados.

Para as reagbes com primers universais (Tabelal) foram realizadas
reaces com volume total de 25 pl, na qual continha 1,5 pl do DNA extraido,
0,25 pl EUF primer (100pM), 0,25 pl EuR primer (100uM), 0,5 pl dNTP’s, 2,5 pl
de tamp&o (10X Taq buffer), 1,256 ul MgCl,, 0,125 ul de Taq Polymerase (5
U/uL), 18,6 pl agua Mili-Q. O protocolo das temperaturas foi: 95°C por 2 min;
36 ciclos de 94°C por 30s, 56°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos, e

elongacao final de 72°C por 10 minutos.



3.3. ELETROFORESE

As bandas dos microrganismos do complexo vermelho foram
evidenciadas com a coloragéo de 6 X loading Dye Solution (Fermentas, Glen
Burnie, MD, USA). inicialmente foram coradas com SYBR Gold (Invitrogen,
Calrsbad, CA, USA), no entanto por esta substéncia ser muito sensivel e
auséncia de um filtro para realizar as capturas das imagens, as bandas nao
puderam ser diferenciadas. Sendo assim a coloragdo foi substituida por
brometo de etidio, que foi adicionado ao gel.

Foram utilizados os eguipamentos laboratoriais, Fonte de eletroforese
{(PWSys — PW300, Biosystems, Brasil) e Cuba de eletroforese (Omniphor).
Além de Fonte de luz (Transiluminador) para fotodocumentagéo de gel de

agarose (ECX-20.M / z654469, Vilber Lourmat, France).

Protocolo para o gel de agarose

Misturar 100ml de soluco de TBE a 1% com 1,0g de agar e aquecer
até que a mistura torne-se transparente. Acrescentar 3,0 pl de brometo de
etidio e despejar o contetdo na placa acrilica propria do equipamento,

esperar que geleifique. Introduzir a placa com o gel na cuba de eletroforese e

cobrir com solugéo de TBE 1%.

3.4. ANALISE ESTATISTICA
Foram avaliadas as possiveis associagdes enire espécies e redugao
microbiana apods os procedimentos endodonticos atraves do teste de

McNemar (p< 0,05).
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4. RESULTADOS

Foram extraidos os DNAs de todas as amostras, antes e apos o
preparo quimico-mecanico. Os protocolos das reagoes de PCR foram
estabelecidos com os DNAs dos controles positivos: Tannerella forsythia
(ATCC 43037), Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) e Treponema
denticola (ATCC 35405). Os controles negativos nao apresentaram bandas
em todas as reacoes, mostrando que as reagoes nao sofreram interferéncia
de falsos positivos.

A Figura 1 mostra os comprimentos de bandas das amostras positivas
das bactérias do complexo vermelho: Porphyromonas gingivalis - 404 bp,

Tannerella forsythia: 641 bp e Treponema denticola: 316 bp.

(A) (B) ©)

Figura 1. Eletroforese das bandas geradas pela amplificacdo por PCR, com os
primers especificos para as bactérias: A) Porphyromonas gingivalis (404 bp), B)
Tannerella forshythia (641 bp) e C) Treponema denticola (316 bp), respectivamente.
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A Figura 2 mostra a freqiéncia de microrganismos do complexo
vermelho nas amostras iniciais (dados em porcentagem). As trés bactérias
foram encontradas concomitantemente em 4% dos casos (n=1). Associagoes
entre duas das espécies investigadas ocorreram-se em 29% (n=7) dos casos.
A presenca de 1 espécie apenas foi encontrada em 29% dos casos. Em 38%

(n=9) das amostras nao ocorreram nenhuma das bactérias investigadas.

T e e |

Presenca das espécies do complexo vermelho em infecgoes }
endododnticas primarias

Uma espécie
(7casos)
29%

Nenhuma das espécies
(9 casos)
38%

Trés espécies do
complexo vermelho
(1 caso)

4%

Duas espeécies
(7Tcasos)
29%

Figura 2. Porcentagem encontrada das espécies que compoem o complexo vermelho,
quando em associagdo das 3 espécies e quando dissociadas, em 24 casos de infecgbes
endodénticas primarias.
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A Figura 3 mostra a ocorréncia das trés bactérias antes e apds o
preparo quimico-mecanico. O complexo vermelho com a presenca das 3
bactérias nao foi encontrado apds o preparo quimico mecanico. Houve
reducao de todas as espécies avaliadas, entretanto a espécie Treponema
denticola foi a que a apresentou menor redugao em relagdo as amostras

iniciais (S1).

Porphyromonas 10

gingivalis

'mnicial |
@ Apds PM|

Tannerella
forshythia

Treponema
denticola

Figura 3. Ocorréncia de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella
forshythia, antes e ap6s o preparo quimico-mecéanico.



A Tabela 2 mostra os resultados estatisticos pelo teste de McNemar
para a provavel associacao (p< 0,05) entre as bactérias Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola, antes (S1) e apos (S2)
0 preparo quimico-mecanico. Nenhuma associacao estatisticamente positiva

foi encontrada entre 0s microrganismos.

Tabela 2. Resultados estatisticos pelo teste de McNemar para a provavel associagao
(p< 0,05) entre as bactérias Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e
Treponema denticola, antes (S1) e apds (S2) o preparo quimico-mecanico.

P. gingivalis (S1) T. forsythia (S1) T’ denticola (S1) P gingivalis (S2) 1. forsythia (S2)  T.denticola (52)

P. gingivalis (S1) 0,0578
T. forsythia (81)  0,0578
T. denticola (S1) 04795
P. gingivalis (S2)
T. forsythia (S2)

T. denticola (82)

* yalores de "p" pelo teste de Mcnemar - SAS 9.1



A Tabela 3 mostra a presenga ou auséncia, em cada amostra
(numeradas de 1 a 24} dos microrganismos estudados, ou seja: Tannerella
forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola. Treponema
denticola esteve presente em 8 amostras iniciais e em 7 apdés o PQM.
Porphyromonas gingivalis esteve presente em 10 amostras iniciais e em 6
apdés o PQM. Tannerella forsythia esteve presente em 4 amostras iniciais e
ausentes apos o PQM. A presenga do complexo vermetho, em conjunto, foi

verificada em 1 amostra antes do preparo e em nenhuma apés o PQM.

Tabela 3. incidéncia das bactérias Porphyromonas gingivalis, Tannerefia forsythia e
Treponema denticola em 24 amostras de canais infectados, antes (S1) e apés (S2) o
preparo quimico-mecanico.

Amostras P. gingivalis T. forsythia T. denticola
numeradas S1 52 S 52 51 52
1. 0 0 0 0 0 0
2, 0 0 0 0 0 0
3. 0 0 0 0 0 0
4, 1 1 0 0 1 1
5. o 1 0 0 1 1
6. 1 0 0 0 0 0
7. 0 0 0 0 0 0
8. 1 0 1 0 1 1
0. 0 0 ] 0 0 0
10. 0 0 1 0 0 0
11. 0 0 0 ] 0 0
12. 0 0 1 0 1 1
13. 0 0 0 0 0 0
14. 0 1 0 0 0 0
15, 1 0 0 0 0 0
18, 1 0 0 0 0 0
17. 0 0 0 0 0 0
18. 1 0 0 0 1 1
19. 1 0 1 0 0 0
20. 1 1 0 0 0 0
21. 0 0 O 0 0 0
22. 1 1 0 0 1 1
23. 0 0 0 ) 1 1
24, 1 1 0 0 1 0
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5. DISCUSSAO

Métodos de cultura séo eficazes na identificagdo de diversas espécies
microbianas. No entanto podem se mostrar insuficientes para a identificagao
de determinadas espécies de dificil cultivo, principalmente as anaerdbias
restritas.

A gama de espécies presentes na microbiota tipica dos canais
infectados tem aumentado desde que se introduziram métodos moleculares
de identificac@o. Por exemplo, através do PCR espiroquetas foram detectadas
nos canais radiculares (Rogas et al. 2003, Gomes &t al. 2007).

Vianna ef al. (2005) avaliaram a microbiota de dentes com infecgéo
pulpar utifizando o método de cultura e o método molecular microarray (DNA
chip). Tannerella forsythia, Pophyromonas gingivalis e Treponema denticola,
dentre outros, estavam entre 0s microrganismos mais fregientemente
encontrados por DNA chip, entretanto Treponema denticola e Tannerella
forsythia ndo puderam ser encontrados pelo método de cultura.

O método de PCR possui vantagens e desvantagens. Sua
sensibilidade € extremamente grande, podendo levar a resultados errbneos
ao identificar pequenas contaminagdes, acusando falso-positivos. O protocolo
para sua realizacao deve ser rigorosamente seguido, evitando-se a exposicao
das amostras (Siqueira & Rog¢as 2005).

O método molecular de PCR foi o escolhido no presente estudo e
controles negativos foram utllizados em todos os testes. Todos mostraram

resultados negativos, indicando que ndo ocorreu contaminacgao durante a
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manipulacéo das amostras, eliminando possibilidades de falso-positivos.

Foi realizado o teste para deteccdo de bactérias totais utilizando primers
universais. O resultado encontrado foi positivo para a presenga de DNA
bactertano em todas as amostras, inclusive naquelas que se mostraram
negativas para a presenc¢a de algum dos microrganismos avaliados.

Foi utilizado como substancia quimica auxiliar a clorexidina gel a 2%. A
escolha da clorexidina como substancia auxiliar em tratamentos endodonticos
& relativamente recente se comparada a utilizacdo do hipoclorito de sédio,
tendo mostrado excelentes resultados.

Algumas das caracteristicas importantes da clorexidina sao: agao
antimicrobiana imediata e de amplo espectro, sua biocompatibilidade e
relativa auséncia de toxicidade, capacidade de adsor¢ao pela dentina e lenta
liberagdo da substancia ativa (prolongando sua atividade antimicrobiana
residual).

Socransky et al. (1998} avaliando microbiologicamente o biofilme dental
presente na placa subgengival sugeriram a prevaléncia de determinadas
espécies bacterianas e uma inter-relagdo entre algumas delas. As principais
associagdes bacterianas foram classificadas em 5 compiexos distintos:
Vermelho, Laranja, Amarelo, Verde e Roxo.

Tannerella forsythia € um bacilo gram-negativo, anaerobio estrito. Faz
parte do grupo dos patégenos periodontais € € encontrada em bolsas
periodontais profundas. Gomes et al (2007} encontraram associagbes
estatisticas significantes entre 7. forsythia e dor a percusséo, maobilidade

dental, exsudato purulento e presenca de abscesso. No presente estudo T.
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forsythia foi identificada em 4 canais nas amostras iniciais, e esteve ausente
em todas as amostras apés PQM.

Treponema denticola é uma espiroqueta oral Gram-negativa,
anaerobica estrita, que apresenta motilidade e é altamente proteolitica. Esta
associada com doengas periodontais severas e lesbes perirradiculares.
AssociacGes estatisticas significantes foram descritas por Gomes ef al.
{2006), entre essa bactéria e a presencga de abscesso, exsudato purulento e
mobilidade dental. No presente estudo foi encontrada em 8 casos antes do
PQM e em 7 apds PQM.

P. gingivalis é um bacilo gram-negativo, anerdbio estrito. E integrante
de um grupo de bactérias denominadas de produtoras de pigmento negro
(BPPN). Associacbes importantes foram encontradas entre as combinagdes
de P. gingivalis / T. forsythia e P. gingivalis / Treponema spp (Jung et al.
2000). Neste trabalho foi identificada em 10 casos antes e em 6 apds PQM.
Nao foi relatada significAncia estatistica de associagbes entre as espécies, no
entanto um valor muito préximo pode ser visto entre a associagdo de
Tannerella forsythia e Porphyromonas gingivalis (teste de McNemar, p<0,05).

Os resultados encontrados nesse estudo estdo de acordo com a
literatura pesquisada (Jung et al. 2000, Rogas et al. 2001, Vianna et al. 2005,
Gomes et al. 2007). No entanto, deve-se levar em consideracéo o pequeno
nimero de amostras (24), o que limitou andlises estatisticas mais complexas
tais como a suscetibilidade bacteriana aos procedimentos endodénticos e as
associacfes entre os microrganismos avaliados. A ocorréncia a6 mesmo

tempo das espécies do complexo vermelho investigadas ocorreu em apenas
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um caso.

6. CONCLUSAO

Frente aos resultados encontrados, concluiu-se que as bactérias do complexo
vermelho estao presentes em canais com infecgao endodontica primaria,
sobrevivendo a terapia endodénlica em porcentagens distintas, tendo
potencial de serem patégenos endoddntico. Trabalhos futuros envolvendo a
utilizagdo de medicacdo intracanal para verificar a suscetibilidade destes

microrganismos a esta etapa da terapia endodontica podem-se mostrar

importantes.
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