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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a composiciio da microbiota de canais
radiculares infectados associados a abscessos periapicais; analisar a correlagdo entre
espécies bacterianas especificas com a localizagdo clinica dos abscessos periapicais, sinais
¢ sintomas e testar a suscetibilidade de bactérias anaerdbias estritas prevalentes. As
amostras microbioldgicas foram coletadas de 60 canais radiculares usando pontas de papel
estéreis, transportadas em RTF, diluidas, plaqueadas ¢ incubadas em cémara de
anaerobiose. Colonias microbianas foram isoladas, caracterizadas e identificadas por
métodos padronizados. Das 287 diferentes espécies bacterianas, 201 eram anaerobias
estritas. Uma ou mais (méximo de 14) espécies bacterianas foram recuperadas de 59
(98,3%) canais radiculares, confirmando a caracteristica polimicrobiana das infecgdes
endodonticas. As bactérias anaerdbias estritas mais fregiientemente isoladas foram:
Peprostreptococcus prevotii (22/60), Peptostreptococcus micros (19/60), Fusobacterium
necrophorum (19/60}. Embora menos freqlientes, bactérias facultativas como Gemella
morbillorum (19/60), Streptococcus mitis (13/60), e Streptococcus sanguis (11/60) também
foram encontradas. O teste de Pearson ou teste exato de Fisher mostrou que houve relacio
positiva de algumas espécies bacterianas com a localiza¢fo do abscesso periapical, bem
como, com alguns sinais e sintomas de origem endoddntica (p<0,05). Os resultados
indicaram predomindncia de bactérias anaerobias Gram-positivas € a presenga de
microbiota mista nos canais radiculares infectados associados a abscessos periapicais. O
método do E-test revelou sensibilidade bacteriana das espécies testadas aos antibidficos
benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina/clavulanatoc de potéssio, metronidazol,
clindamicina e cefaclor, contudo, certos microrganismos foram resistentes a azitromicina e
eritromicina. Enquanto que, nenhum dos microrganismos testados produziu B-lactamase.

Palavras-Chave: Abscessos periapicais; Microrganismos; Canal radicular:

Suscetibilidade antimicrobiana, B-lactamase.



ABSTRACT

Microbiological study of infected root canals associated with periapical abscesses and
the susceptibility of prevalent strict anaerobes bacteria

The aim of this study was to investigate the composition of the microbiota of
infected root canals associated with periapical abscesses, to investigate the correlation of
specific species of bacteria with the clinical localization of the periapical abscesses, signs,
and symptoms, and to test the susceptibility of prevalent strict anaerobic bacteria isolated.
Microbiological samples were collected from 60 root canals using sterile paper points,
transported in RTF and diluted, plated and incubated in an anaerobic chamber. Microbial
colonies were then purified, characterized and identified by established methods. Of the
287 different bacterial species recovered, 201 were strict anaerobes or microphilic species.
One or more (maximum of 14) bacterial species were recovered from 59 (58.3%) root
canals, showing the polymicrobial characteristic of endodontic infections. The most
frequently strict anaercbes isolated were: Peprostreptococcus prevorii  {22/60),
Peptostreptococcus micros (19/60), Fusobacterium necrophorum (19/60). Although less
frequent, facultative bacteria such as Gemella morbillorum (19/60), Sireptococcus mitis
(13/60), and Strepiococcus sanguis (11/60) were also found. The Pearson X? test or
Fisher’s exat test showed positive relationship among some bacterial species and the
localization of periapical abscesses as well as with some endodontic signs and symptoms
(p<0.05). Results indicated predominance of Gram-positive anaerobic bacteria in the mixed
microbiota of dental root canals associated with periapical abscesses. The E-rest revealed
bacterial susceptibility to benzylpenicillin, amoxicillin, amoxicillin/potassium clavulanate,
clindamycin and cefaclor. All microorganisms tested did not produce B-lactamase.

KEY-WORDS: Periapical abscess; Microorganisms; Root canals; Antibiotic

susceptibility, B-lactamase.



1 INTRODUCAO

Sabendo-se que as bactérias sSo os principais fatores na etiologia,
desenvolvimento e manutencio das alteragdes pulpares e periapicais, o tratamento dos
canais radiculares tem como um dos objetivos principais combater bactérias, neutralizar ¢
remover subprodutos bacterianos e substratos do interior dos canais radiculares, através de
métodos quimico-mecénicos adequados que consigam romper e destruir o ecossistema
microbiano, impedir que os microrganismos e seua produtos toxicos atinjam os tecidos

periapicais, causando alterag¢des nesta regifio.

Dentre as alteragBes periapicais encontram-se os abscessos perlapicais, que sio
reagOes inflamatorias agudas caracterizadas por colegdes purulentas localizadas, estando
implicito o carater agudo de sua ocorréncia do ponto de vista microscopico e clinico;
havendo presenca abundante de neutrdfilos, com amplas areas de destruigfio tecidual e
fendmenos vasculares exsudativos e presenga de dor (CONSOLARO & RIBEIRO, 1998).
Estdo freqlientemente associados com destrui¢3o relativamente rapida do osso alveolar e

tém a capacidade de disseminar e alcangar seios paranasais e outros espagos da cabega e

pescogo {WILLIANS er al., 1983; KULEKCI ef al., 1996).

O diagnéstico de um abscesso periapical € dificil e restringe-se a histéria clinica.
Desta maneira, o tratamento baseia-se na drenagem cirtrgica e debridamento do sistema de
canais radiculares. Quando necessério, associada & drenagem, uma adeguada terapéutica

medicamentosa sistémica pode ser administrada (GUTMANN & HARRISON, 1994;
SOQUZA-FILHO er al., 2002).

Assim, como a necessidade de se prescrever um antibiotico ¢ imediata, a escolha
deve ser baseada no conhecimento atualizado da microbiologia endoddntica (ABBOTT er
al., 1990). Os resultados dos exames microbiclogicos e dos testes de suscetibilidade
demoram no minimo de 4 a 10 dias, enfretanto, os padrfes de suscetibilidade das bactérias

aos antibidticos de rotina estdo sempre mudando com o selecionamento de bactérias



resistentes, tornando-se dessa maneira, importante 0 monitoramento desse padrdo através
dos testes de suscetibilidade antimicrobiana, permitindo o desenvolvimento de métodos de

acdo para um tratamento mais eficaz (FINEGOLD er al, 1988; ROSENBLATT &
BROOK, 1993; FORBES er al., 1998).

O conhecimento da microbiota bacteriana associada aos abscessos periapicais €
importante no desenvolvimento e entendimento deste processo patoldgico, bem como, seu
comportamento frente a diversos antimicrobianos, podendo, portanto, colaborar no
desenvolvimento da pratica endoddntica. Portanto o objetivo deste trabalho foi investigar a
composi¢do da microbiota de canais radiculares infectados, associados a abscessos
periapicais; determinar se hd correlagiio entre espécies bacterianas especificas € a
localizagéio clinica dos abscessos periapicais, bem como com alguns sinais e sintomas
endoddnticos e avaliar a suscetibilidade de bactérias anaerdbias estritas mais prevalentes de
canais radiculares associados com abscessos periapicais, frente a diversos antibioticos,

através de teste de suscetibilidade antimicrobiana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1. Anilise microbiolégica de canais radiculares associados a abscessos periapicais

2.1.1 Microbiologia ¢ a Endodontia

A Microbiologia vem enriquecendo a Endodontia, mostrando caminhos mais
adequados para um tratamento mais eficaz. At¢ o final do século XIX nfo se tinha
conhecimento do papel dos microrganismos orais no desenvolvimento de alteragGes
inflamatérias pulpares e periapicais. Desta forma, a Endodontia era praticada
empiricamente, visando somente, a remogdo da dor e obturagdo dos canais radiculares. Em
1894, MILLER foi o primeiro pesquisador a relatar a associagfio entre bactérias e as
alteragdes pulpares e perirradiculares apds analise de amostras microbiologicas coletadas de
canais radiculares, identificando grande variedade de células bacterianas, compreendendo

os trés tipos morfolégicos conhecidos: cocos, bacilos e espirilos.

ONDERDONK em 1901, foi o primeiro a sugerir a realizacdo de cultura

microbioldgica dos canais radiculares para determinar a presenga de bactérias, relacionando

esta situacfo com o sucesso endodbntico,

Em um estudo bacteriologico de 16 abscessos alveolares € 8 canais radiculares
infectados, GILMER & MOODY (1914) observaram em cultura anaerobia a presenca de
“Bacillus fusiformis” com espécies de Streptococcus. Também verificaram a presenga de
bactérias de pigmento negro em 3 abscessos e, dentro do conhecimento da época,
acreditaram gue essas bactérias ndo tennam qualquer importincia com a infeccfio estudada.
Afirmaram que os abscessos poderiam ser curados pelo tratamento das raizes dos dentes,

outros ainda pela interveng8o cirGirgica ou pela extragio dental.

COOLIDGE (1919) defendeu que a cultura microbioldgica deveria ser adaptada

como procedimento de rotina clinica na terapia endodOntica. Assim, o sucesso do



tratamento endoddntico dependeria da esterilidade do canal radicular, confirmada pela
cultura bacteriana antes da obturagio. Com o passar dos tempos foram surgindo opinides

contrarias 4 necessidade de se fazer esse procedimento para se obter o sucesso endodéntico
(BENDER er al., 1964; MORSE, 1971).

O interesse na microbiota do canal radicular se renovou especialmente apos o
isolamento de bactérias anaerébias estritas de pigmento negro da polpa dental, e a
associacfio destes microrganismos com aspectos clinicos (SUNDQVIST, 1976; YOSHIDA
et al., 1987; GOMES, 1995; GOMES 2002). Assim, estes estudos mostraram que a cultura

microbiologica tem seu lugar na Endodontia.

Até a metade dos anos 70, acreditava-se que a doenga periapical era causada
principalmente por bactérias anaerdbias facultativas. Todavia, com o advento dos métodos
para cultura microbiolégica estritamente anaerobia, tornou-se evidente que a doenga
periapical € polimicrobiana e dominada por bactérias anaerGbias. Assim, constantes
melhorias nas técnicas microbiol6gicas, especialmente facilitando o estudo de anaerdbios
estritos, tém aumentado o conhecimento sobre bactérias especificas nas doengas pulpares e

periapicais.

KANTZ & HENRY (1974) introduziram a técnica para cultura anaerobia,
utilizando para isso o meio de transporte “Reduced Transport Fastidious” (RTF). Na coleta
microbiana colocaram o RTF no interior do canal radicular, ¢ em seguida realizaram a

coleta com pontas de papel absorvente, possibilitando a identificacfio de anaerobios nos

tecidos pulpares e periapicais.

Outra melhoria foi o surgimento de “kits” comerciais para a identificacio de
microrganismos, inclusive anaerObios estritos, que passaram a permitir analises rapidas,
seguras e economicamente viaveis. Os “kits” de identificagio sfio baseados em testes
bioquimicos distintos através de reagles enzimadticas. A interpretacdo dos resultados dos

testes enzimaticos nfo € complicada, devido as varias reagdes que ocorrem no complexo
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meio de cultura contendo o substrato (VAN WINKELHOFF er al., 1988). Além do mais,
segundo GOMES et al. (1994b) os “kits” comerciais também evitam muitos problemas

que podem ocorrer pelas variagdes interlaboratoriais, por exemplo os reagentes utilizados.

2.1.2. A técnica de cultura e as técnicas moleculares

Até o momento nio existe um tnico método capaz de isolar todos os
microrganismos presentes na cavidade pulpar e estruturas relacionadas. Testes
bacteriologicos {incluindo a microscopia de luz, de campo escuro ¢ de contraste de fase)
deveriam ser usados em conjunto com os métodos moleculares (PCR, sondas de DNA, etc),
testes imunolégicos (imunofluorescéncia e ELISA) e testes enzimaticos (BANA= substrato
da tripsina sintética, Benzoil-DL-Arginina-naftilamida) para detectar e quantificar o maior

ntimero possivel de espécies bacterianas (GOMES, 1995).

Contudo, cultura € um dos métodos mais utilizados, que detecta a viabilidade
microbiana {capacidade de se reproduzir). Historicamente tem sido o método mais utilizado
para determinar a esterilidade, ou pelo menos, a redugfo da populagiio microbiana de
maneira a nfo apresentar crescimento no meio de cultura empregado (GOMES, 1995).
Entretanto, requer metodologia elaborada para isolamento e crescimento bacteriano. Além
disso, algumas das bactérias envolvidas nas infecgbes endododnticas sdo fastidiosas e
extremamente sensiveis ao oxigénio. Conseqlientemente, a cultura pode falhar em detectar
alguns microrganismos presentes nas infec¢des endodénticas (NISSAN er al., 2000).
Porém, este método pode ser utilizado principalmente para a determinagfo do padrio de
sensibilidade antimicrobiana das bactérias patogénicas, que estd sempre mudando com a

possibilidade de surgimento de bactérias resistentes.

Durante os anos 70 o isolamento de anaerdbios estritos através do uso de meios
pré-reduzidos, primeiramente desenvolvidos para a microbiologia médica, foi adaptado
para a microbiota oral. Qutra inovagio foi o surgimento da cimara de anaerobiose, O

trabalho classico usando técnicas anaerdbias estritas foi desenvolvido por SUNDQVIST
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{1976) que foi o primetro a correlacionar microrganismos especificos com sinais e sintomas

de origem endodontico.

Hoje em dia avancos na microbiologia molecular tém permitido a identificagiio
de espécies bacterianas nfo cultivaveis e também elucidando mecanismos de transmissfio e

patogenicidade de certos microrganismos orais em outros locais do organismo.

Com o desenvolvimento de técnicas moleculares de identificagiio microbiana
PCR, dot-blot hybridization, checkerboard DNA-DNA hybridization, varios autores tém
preferido estes métodos a cultura para o isolamento de microrganismos dos canais
radiculares, por sua alta sensibilidade e habilidade de detectar microrganismos incultivaveis
(ABOU-RASS & BOGEN, 1998; BAUMGARTNER et al.,1999; BOGEN & SLOTS, 1999;
MAKKAR ef al., 1999; VAFAIE et ai., 1999; YUNG et 4l., 2000; OLIVEIRA ez al., 2000,
SIQUEIRA et al., 2001a,b,¢).

BAUMGARTNER et al, (1999) analisaram 40 canais radiculares de dentes
intactos com mnecrose pulpar ¢ periodontite apical com o objetivo de correlacionar a
presenca de bactérias de pigmento negro com os sinais ¢ sintomas clinicos apresentados
pelos pacientes. Utilizaram métodos laboratoriais convencionais, para identificacio de
espécies de bactérias de pigmento negro e polymerase chain reaction-PCR, para diferenciar
Prevotella intermedia de Prevotella nigrescens. Analise estatistica dos resultados nio

enconirou relacdio significativa entre bactérias de pigmento negro e a presenga de sinais e

sintomas clinicos especificos.

STUBBS et al. (1999) utilizaram 168 rtDNA polymerase chain reaction-PCR e
subsequente hibridizagfo para distinguir as espécies de P. intermedia das espécies de P.
nigrescens presentes em infecgdes orais supuradas. P. nigrescens foi encontrada mais
freqiientemente que P. infermedia em exsudato de infeceSes periapicais tanto quando
utilizaram o método do PCR, como quando as colonias destas bactérias isoladas por

métodos de cultura foram diferenciadas através de métodos moleculares.
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SIQUEIRA et al. (2000) examinando a microbiota de canais infectados com a
utilizagiio de métodos moleculares genéticos especificos encontraram uma predominéncia
de Bacteroides forsythus (39%), Haemophilus aphrophilus (25%), Corynebacterium
matruchotii (27%), Porphyromonas gingivalis (17%) e Treponema denticola (17,9%). As
espécies predominantemente encontradas foram diferentes de outros estudos e uma das

provaveis razdes para isto, segundo os autores, sdo os diferentes métodos de identificagio

utilizados.

OLIVEIRA er al. (2000) utilizaram 16S rRNA-PCR para identificar P.
endodontalis em 44 canais radiculares com polpas necrosadas. Todos os dentes, com
excecdo de 2 apresentavam lesGes periapicais. Em 19 dentes com dor a percusséo, 2 casos
estavam associados com fisfala e 6 foram diagnosticados como abscesso periapical agudo.
Os outros casos estavam assintomaticos. P.endodontalis foi detectada em 39.5% dos casos
(17/43 casos). Estava presente em 4 dos 6 casos com abscesso perirradicular agudo
(66.7%), em 6 casos com lesdes perirradiculares assintomaticas, 10 casos com dor a
percussio (52.6%) ¢ 1 caso de fistula. Foi também encontrada em 1 caso assintomatico sem
evidéncia de patologia perirradicular. Entretanto, a alta prevaléncia de P. endodontalis em

abscessos perirradiculares agudos sugere que esta bactéria tem potencial para ser um

importante patégeno endoddntico.

SIQUEIRA ef al. (2001a) utilizaram PCR para detectar Treponema denticola
em canais radiculares de 54 dentes com polpa necrosada. 7. denticola foi detectada em
10/29 casos assintomaticos, 8/15 capais com dor a percussio ¢ em 5 /10 casos
diagnosticados como abscesso perirradicular agudo. Estes achados mostraram que apesar
de T. denticola ndo estar associada com nenhum sinal e sintoma de origem endoddntica,

pode participar na patogénese das lesdes periapicais.
SIQUEIRA ef al. (2001b) utilizaram PCR para detectar a ocorréneia de 4

bastonetes anaerdbios formadores de pigmento negro (Porphyromonas endodonialis,

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens), Treponema
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denticola e Actinobacillus actinomycetemcomitans no pus coletado de 10 casos com
abscessos perurradiculares agudos. Bastonetes anaerdbios formadores de pigmento negro
estavam presentes em 80% dos abscessos examinados, P. endodontalis foi encontrada em
70%, T. denticola em 50%, P. gingivalis em 40% e P. intermedia em 10%. P. gingivalis
estava sempre associada & P. endodontalis. Prevotella nigrescens e A
actinomycetemcomitans ndo foram enconfrados em nenhuma amostra de pus. Os autores
concluiram que P. endodontalis, T. denticola e P. gingivalis podem ter um papel importante

na etiologia dos abscessos perirradiculares agudos.

SIQUEIRA et al. (2001¢) avaliaram a microbiota de abscessos perirradiculares
pelo método de hibridizagio de DNA_DNA. As amostras foram obtidas por aspiragéo de
27 casos e observaram a ocorréncia de 49 espécies bacterianas. As espécies mais
prevalentes encontradas foram Bacteroides forsythus (29,6%), Porphyromonas gingivalis
(29,6%), Streptococcus constellatus (25.9), Prévorella intermedia (22,2%), Prevotella
nigrescens (22,2%), Fusobacterium periodonticum (18,5%), Fusobacterium nucleatum

(18,5%) ¢ Eikenella corrodens (18,5%).

HASHIMURA ef al. (2001) investigaram a presenga de Slakia exigua (antes
Eubacterium exiguum), Mogibacterium timidum (antes E. timidum) e Eubacterium
saphenum em 36 canais radiculares utilizando o método do PCR. Destes 36 casos, 17
apresentavam infecgOes primarias, sendo que 3 estavam com dor espontfinea, 7 com dor &
percussdo, 3 com fistula, 2 com exsudato ¢ 10 com lesio periapical. Nos casos de infecgiio
primaria, ndo foram encontradas associagfes significantes entre a sintomatologia clinica e a

presenca das bactérias estudadas.

MORAES et al. (2002) compararam 3 métodos de identificacfio bacteriana:
cultura, PCR ¢ “checker-board DNA-DNA hybndization” para deteccfio de Fusobacterium
nucleatum nas infeccSes endodbnticas. Foram investigados 13 canais radiculares com
polpas necrosadas e evidéncias radiograficas de lesdes periapicais. Combinando todos os

métodos, os resultados indicaram que F. nuclearum estava presente em aproximadamente
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31% das amostras (4/13). A incidéncia de F. nucleatum nas infecgSes dos canais
radiculares através do PCR, cultura e DNA-DNA hibridizagiio foi de 15,4%, 15,4% e 10%,

respectivamente.
2.1.3. Vias de acesso dos microrganismos aos canais radiculares

A condigfio pulpar é fator importante na suscetibilidade a invasiio microbiana.
Polpas vivas s@io mais resistentes a invasfio microbiana, podendo dificultar e até impedir a
penetragdo de microrganismos. J4 as polpas necréticas sfo rapidamente invadidas e
colonizadas por bactérias pois, a falta de circulagio sangiiinea compromete 0s mecanismos
de defesa do hospedeiro e, os produtos da degradagdo pulpar servem como nutrientes
essenciais a sobrevivéncia de microrganismos (CVEK, er al., 1987). Da mesma forma,
TAKAHASHI (1998) considera os canais radiculares, com polpa necrotica, ambiente
favoravel a colonizagiio e proliferaciio bactertana, devido a auséncia de circulagéo
sangliinea € a possibilidade de estagnacfo e degradagio de componentes protéicos dos
fluidos tissulares. Estes podem transformar-se em substratos necessdrios para a
sobrevivéncia de microrganismos, desencadeando reagdes de defesa no hospedeiro,

caracterizadas pelo desenvolvimento de lesfo periapical.

A invas3o microbiana até a cavidade pulpar pode seguir varios caminhos, dentre
eles: cérie dental, tibulos dentindrios expostos, exposi¢io pulpar direta, procedimentos
restauradores, canais laterais de dentes com comprometimento periodontal, e através da
corrente sangilinea, denominada via anacorética (BERGENHOLTZ, 1981). A via mais
comum de contaminacfio € a carie dental, induzindo sucessivas respostas inflamatorias no
tecido pulpar, terminando com a necrose da polpa, caso ndo sejam adotadas medidas

terapéuticas adequadas (SUNDQVIST, 1992a).

Tabulos dentindrios associados a uma polpa vital ndo sdo facilmente invadidos
por bactérias (NAGAOKA et al., 1995). A presenca de prolongamentos odontoblasticos, de

fibras coldgenas, da [Amina limitante ¢ do fluido dentinirio em tibulos de uma denting vital
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pode retardar a invasfio intratubular. Outros fatores, como esclerose dentiniria; dentina
reparadora; smear layer e deposi¢do de proteinas plasmaticas, como fibrinogénio, nas
paredes tubulares, pode limitar ou impedir o avango bacteriano via tibulos dentinarios. Por
sua vez, tabulos dentinarios de dentes tratados endodonticamente ou com polpa necrosada
sfo facilmente invadidos por bactérias (NAGAOKA et al, 1995; SEN et al., 1995),
constituindo-se importantes reservatérios de microrganismos, por meio dos quais a

reinfecgdo pode ocorrer.

Teoricamente, a comunicacgfo entre a polpa e o ligamento periodontal ocorre
através de foraminas, deltas apicais, canais laterais, acessorios, interradiculares e os titbulos
dentinarios (DONGARI & LAMBRIANIDIS, 1988). Embora uma relagfio de causa ¢ efeito
exista entre infecclio do canal radicular e lesdes laterais ou periapicais, a penetragfio de
bactérias em diregio a polpa durante a doenga periodontal é um tema de controvérsias e
investigagdes (TORABINEJAD & KIGER, 1985). Outros exemplos desta comunicagio
podem ocorrer através de reabsorgdio radicular externa, fraturas, procedimentos
iatrogénicos, entre outros (DE DEUS, 1975). Entretanto, existem fortes evidéncias de que a
total desintegracdo do tecido pulpar, caracterizada por necrose, apenas ocorre quando a
doenca periodontal atinge o forame apical. Nesses casos o feixe vasculo-nervoso principal
gue penetra pelo forame apical pode ser lesado, havendo necrose pulpar. A invasio

bacteriana pelo forame fica facilitada, uma vez que a polpa nfo tem mais como combaté-la
(LANGELAND et al., 1977).

De acordo com CSERNYEI (1939) a contaminagfo pulpar pode ocorrer por via
anacorética, pois bactérias presentes na corrente sangiiinea tém a capacidade de localizar e
colonizar 4reas de polpa inflamada de dentes traumatizados, mesmo no havendo exposi¢io
pulpar & cavidade oral. Se a resisténcia do hospedeiro nfo for suficientemente competente
para erradicé-las, estas bactérias e seus produtos toxicos persistem e induzem am processo

inflamatério destrutivo.
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Hssa via de contaminagio poderia explicar a infec¢do pulpar em dentes
traumatizados portadores de coroa dental higida, demonstrada pelo trabalho de
SUNDQVIST (1976) que investigando amostras microbiologicas de 32 dentes
traumatizados com polpa necrdtica e coroas intactas, verificou a prevaléncia de 90% de

anaerdbios estritos do total das espécies isoladas.

Em 1941, ROBINSON e BOLING mencionaram que polpas infectadas ou
presenga de lesdo periapical podem ocorrer devido aos seguintes cursos de eventos 1)
irritacio da polpa durante o procedimento operatdrio ou pés-operatdrio com produgio de
pulpite assintomatica; 2) subsequente desenvolvimento de uma bacteremia transitoria, ou 3)
anacorese com infecgfo da polpa. Tais inflamag¢Bes pulpares podem ocorrer em intervalos

longos apos o tratamento dental sendo entio classificadas de “pulpite anacorética”.

Apesar disso, muitos autores discordam e apresentam outra hipdtese. O esmalte
dental, quando acometido por um traumatismo, pode apresentar rachaduras e/ou fissuras, ou
acentud-las (se ja existirem), expondo a dentina em profundidades variaveis. Estas sdo na
matoria das vezes, imperceptiveis clinicamente. Assim, através delas, bactérias podem
invadir os tiibulos dentinarios expostos, os quais ndo oferecern maior resisténcia, uma vez
que o seu contetido encontra-se necrosado e sem fungdo, como resultado da necrose pulpar
advinda do trauma (WITTIGOW & SABISTON, 1975; SUNDQVIST, 1976). Caso a
injuria traumatica no comprometa a vitalidade pulpar, bactérias nfo conseguirfio invadir os

tibulos e, desta forma, alcangar a polpa .

Segundo WHITE (1976) existe também a hipdtese de que bactérias de dentes
adjacentes podem invadir a polpa de dentes saudaveis via forame apical, causando

inflamacfo ou mesmo a necrose da polpa.
KAKEHASHI er al. (1965) expuseram polpas vitais de dentes de ratos germ-

free e convencionais, a0 meio bucal. Nos ratos convencionais observaram a necrose da

polpa, seguida de inflamacfic e formaclBo de lesfio periapical. Quando os mesmos
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procedimentos foram realizados em ratos germ-free, as polpas permaneceram vitais com
minima inflamacfo, além das cavidades preparadas com brocas terem sido reparadas com
formacdo de pontes de dentina. O estudo demonstrou que sem a presenga de bactérias e
seus produtos, as lesdes periapicais de origem endodéntica nfo ocorrem. A confirmagfo
veio com o estudo feito por MOLLER ef al. (1981) em nove macacos, no qual se observou
que polpas necroticas sem infecgfio ndo induziam reagdes inflamatérias ou formago de
lesGes periapicziis. Todavia, se o tecido pulpar fosse infectado, ocorria a formacfo de lesdes
periapicais e inflamagfo nos tecidos apicais. Esses achados foram confirmados
posteriormente por BYSTROM & SUNDQVIST (1983) e BAUMGARTNER &
FALKLER (1991), constatando a prevaléncia de bactérias anaerébias estritas nos canais

radiculares infectados, inclusive nos 5,0 mm apicais.

Além do mais, KORZEN ef al. (1974) demonstraram que infec¢des mistas
desencadeiam processos patoldgicos periapicais mais complexos, e ndo monoinfecgdes.
FABRICIUS ef al. (1982) confirmaram este parecer ao inocularem espécies bacterianas
isoladas e em vérias combinagdes no interior de canais radiculares de macacos. As bactérias
inoculadas isoladamente mostraram formagfio de lesGes periapicais discretas. Ja quando
inoculadas em associages, originaram reagdes periapicals mais severas. Portanto, a doenga

periapical é o resultado da presenga de bactérias, seus produtos e a resposta do hospedeiro.

2.1.4. Determinantes ecologicos

Mais de 500 espécies bacterianas sfio reconhecidas atualmente na microbiota
normal da cavidade oral, sendo potenciais infectantes dos canais radiculares (JUNG et al.,
2000). Entretanto, apenas um grupo restrito de espécies {cerca de 150) € capaz de colonizar
o canal radicular. Vérios fatores promovem a selegfio das bactérias dos canais radiculares,
dentre eles se incluem fatores nutricionais, baixo potencial de oéxido-reducdo, ph,
temperatura, interagBes positivas e antagonismos entre bactérias, resisténcia do hospedeiro

e presenga de agentes antimicrobianos e inibidores. Estes fatores tendem a favorecer o
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crescimento de espécies anaerébias (BERGENHOLTZ & CRAWFORD, 1989; MARSH &
MARTIN, 1992; SUNDQVIST, 1992 a, b).

Microrganismos s#@o freqiientemente classificados como anaerdbios facultativos
ou anaerébios estritos, de acordo com sua capacidade de crescimento na presenga ou na
auséncia de oxigénio. Porém, uma taxa de tolerncia para o oxigénio ocorre entre os
anaerdbios estritos. Entretanto, os aerdbios estritos sfio raramente encontrados na cavidade
oral. Além disso, existem alguns organismos que sfo capnofilicos (necessitam de CO,) e
outros que sdo microaerofilicos (aqueles que necessitam de baixa concentragdo de oxigénio

para o crescimento) (SUNDQVIST, 1992b; GOMES, 1995; GOMES, 2002).

A concentracdo de oxigénio ¢ considerada o fator principal que limita o
crescimento de anaerébios estritos. Oxigénio € o mais comum ¢ 0 mais disponivel receptor
de elétron na maioria dos ambientes microbianos e sua presenc¢a resulta na oxidacio do
habitat. Espécies anaerdbias necessitam de condigdes reduzidas para o seu metabolismo

normal; além do mais, reacdes de 6xido-redugdo na area controlam a sobrevivéncia dos
anaerébios (GOMES, 1995).

No sistema de canais radiculares, os nutrientes sio derivados dos fluidos
teciduais e dos tecidos pulpares desintegrados, conforme SUNDQVIST (1992a)},
inicialmente os carboidratos sdo wutilizados gerando 4cidos latico e formico;
subseqiientemente, as proteinas sofrem hidrélise, alguns amino-acidos passam a ser
fermentados € os carboidratos restantes, derivados de glicoproteinas séricas, sfo utilizados;

na dltima fase ocorre a progressiva degradagfio protéica, com expressiva fermentacio de

amino-acidos e peptideos.

As interagdes entre as espécies bacterianas presentes nos canais radiculares
infectados podem ser positivas quando uma espécie bacteriana utiliza como nutriente
subprodutos metabdlicos de outra. Isto ocorre, por exemplo, com os bacilos produtores de

pigmentc negro, 0s quais necessitam de vitamina K (menadiona) que ¢ fornecida por
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Veillonella spp., hemina, fornecida por Campylobacter spp. e succinato fornecido por
Fusobacterium spp., Eubacterium, spp., Peptostreptococcus spp., Capnocytophaga spp.,
Eikenella corrodens, Streptococcus spp, Actinomyces spp., como subprodutos metabdlicos
(SUNDQVIST, 1992a; GOMES ef al., 1994b, 1996a).

Por outro lado, alguns subprodutos podem agir como toxinas, dependendo das
espécies de bactérias que os produzem e de suas concentragdes no ecossistema do canal
radicular. Como exemplo, podemos citar os facultativos Streptococcus sanguis, que
produzem bacteriocina (ex. sanguina), que ¢ uma molécula protéica de alto peso molecular.
Sanguina inibe o crescimento de bactérias anaerdbias estritas como Prevotella spp. € de
bactérias CO,-dependentes (ex. Capnocytophaga spp.) (SUNDQVIST, 1992a; GOMES ef
al., 1994b). Desta forma, as intera¢des bacterianas também podem ter efeito negativo,
inibindo o crescimento de certas espécies e aumentando as chances do hospedeiro reagir

contra o agente infeccioso e restaurar a sua saude (GOMES, 1995).

2.1.5. Composicio bacteriana

Parece evidente que existem condigbes seletivas nos canais radiculares,
provavelmente criadas pela necrose pulpar, que favorecem a infec¢do por bactérias
anaerébias em relagfo aos aerdbios. Estas condigdes sdo dependentes do teor de oxigénio e
do desenvolvimento de um baixc potencial de oOxido-redugdo, da dispombilidade de
nutrientes € das interagdes bacterianas (SUNDQVIST, 1992a, b). As bactérias anaerobias
facultativas, como os Strepfococcus spp., fazem parte desta microbiota, localizando-se
principalmente, no tergo corondrio do canal radicular, em dentes com clmara pulpar
exposta & cavidade oral por caries. Enquanto que, as bactérias aerébias podem estar
presentes em menor freqli€ncia, contudo, podem ser introduzidas para o interior dos canais

durante as diversas fases do tratamento endodéntico (SUNDQVIST, 1994).

Na microbiota do canal radicular infectado (TAB.1), os géneros bacterianos

mais comumente isolados s3o os anaertbios facultativos Streprococcus e os géneros
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relacionados tais como FAwnterococcus e Gemella, ¢ os anaerdbios estritos como
Peptostrepiococcus, Bacteroides, Prevotella, Pophyromonas, Fusobacterium, Eubacterium,
Actinomyces, Lactobacillus, Propionibacterium, Bifidobacterium, Veillonella e
Capnocytophaga. Também tém sido encontrados menos freqientemente os géneros
Neisseria, Haemophilus, Eikenella, Staphylococcus, Mitsuokella ¢ Wollinella.
QOcastonalmente ¢ relatada a presenga dos géneros facultativos como Enrerobacter,
Bacillus, Tissierella, Campylobacter e Actinobacillus. Mais raramente sdo isolados os
facultativos Hafnia, Salmonella, Proteus, Aerobacter e Alcaligenes, e os aerobios
Mycobacteria, Nocardia, Mima, Pseudomonas, ¢ Micrococcus. Hafnia ndo € normalmente
encontrada na boca, mas pode estar presente como um contaminante da agua usada nas

tubulagdes do equipo odontolégico (MORSE, 1987, SUNDQVIST, 1994; GOMES, 1995;
GOMES, 2002).
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TABELA 1

Bactérias comumente isoladas de polpas necrdticas infectadas.

GENERO Espécizs/Grupos comuns
Bactérias Anaerdbias Estritas
Bastonetes Gram-negativos P. gingtvalis
Porphyromonas P. endodontalis
P. intermedia
P. melaninogenica
Prevotella P. oralis
P oris
P. buccae
Fusobacterium F. nucleatum
F. necrophorum
Selenomonas S. sputigena
C. sputorum
Campylobacter C recta
Bastonetes Gram-positivos Eubacterium E. glaciolyticum
E. lentum
Propionibacterium P. acnes
. cat
Lactobacilius L. catenaforme
L. plantarum
A .israelii
Actnomyces ,
A . viscosus
P. anaerobius
Cocos Gram-positivos Peptostreptococcus P. mieros.
P. prevotil,
P. magnus
Cocos Gram-negativos Veillonella V. parvula
Bactérias Anaerdbias Facultativas
S. mitis
S. anginosus
Cocos Gram-positivos Streptococcus S. constellatus
S. intermedius
S. oralis
Enterococcus E.J aecc_z!zs
E. faecium
Bastonetes Gram-negativos Eikenella E.corrodens
Capnocytophaga C. gingivalis
. . N.sicea
-negat ;
Cocos Gram-negativos Neisseria Nflava
Bastonetes Gram-positivos Corynebacterium C.xerosis
Lactobacillus L.acidophilus
Actinomyces A .naeslundii

Propionibacterium

P.propionicum

FONTE: GOMES, 1995.
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Algumas bactérias que ndo se consegue identificar também sfo descritas em
vérios estudos (KANTZ & HENRY, 1974; SUNDQVIST, 1976; ZAVISTOSKI1 ef al.,

1980; BYSTROM & SUNDQVIST, 1983; SATO er al., 1983; SUNDQVIST ef al., 1989;
HAAPASALO, 1989;).

Raramente tem sido relatada a presenga de espiroquetas em canais radiculares
infectados. Contudo, THILO ef al. (1986) utilizando a microscopia de campo escuro
relataram a presenca de 6% de espiroquetas em canais radiculares. NAIR (1987), por meio
da microscopia Optica e eletrdnica em dentes com tecido pulpar necrético € periapicalmente
afetados, observou a presenca de espiroquetas em canais radiculares, relatando que quando
0s microrganismos atingiam o corpo da lesfio, havia reagfo por polimorfonucleares (PMN}
e formacdo de abscessos. Do mesmo modo TROPE ef al. (1988) estudando o diagndstico
de diferenciagio de exsudato de abscesso endoddntico e periodontal encontraram
espiroquetas em canais radiculares. Também (SIQUEIRA er al., 2001a) através da técnica

de PCR observaram a presenca de espiroguetas nos canais radiculares.

Bacteroides forsythus, que € um bastonete Gram-negativo anaerdbio estrito de
crescimento fastidioso, encontrado nas fases ativas da doenca periodontal destrutiva
(TANNER et ai., 1986), foi detectado nos canais radiculares infectados somente através de
iécnicas moleculares (PCR, sondas de DNA, captura immunomagnética) (CONRADS ef
al., 1997, GONCALVES & MOUTON, 1999; JUNG et al., 2000).

Slackia exigua (antes Eubacterium exiguum), Mogibacterium timidum (antes E.
timidum) ¢ Eubacterium saphenum, bactérias dificeis de serem cultivadas, foram isoladas

de canais radiculares com lesGes periapicais por HASHIMURA er al. (2G01) pelo método
do PCR.

SIQUEIRA e al. (2000) examinando a microbiota de canais infectados com a
utilizacfio de métodos moleculares genéticos especificos encontraram uma predominancia

de Bacteroides forsythus (39%), Haemophilus aphrophilus (25%), Corynebacterivm
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matruchotii (27%), Porphyromonas gingivalis (17%) e Treponema denticola (17,9%). As
espécies predominantemente encontradas foram diferentes de outros estudos e uma das

provaveis razdes para isto, segundo os autores, sdo os diferentes métodos de identificagfo

utilizados.

O fastidioso Mycoplasma spp. (SERENE & ANDERSON, 1967) e o aerébio
Candida (SEN et al.,1995; SIREN et al., 1997, BAUMGARTNER et al., 2000) foram

também isolados dos canais radiculares.

As bactérias entéricas (Enterobacter spp. e Klebsiella spp.) e Pseudomonas spp.
néo estdo presentes comumente na microbiota de canais radiculares infectados, podendo
entrar no canal radicular durante o tratamento endoddntico devido a um isolamento
madequado do campo de trabalho, a uma infiltracio pelo material restaurador temporario,
ou quando um canal € deixado erroneamente aberto para drenagem (SIREN ef al., 1997).
Também foram isoladas de canais de dentes tratados endodonticamente com obturagdes

deficientes e associados a lesOes periapicais (PECIULIENE e al., 2001).

2.1.6. Os abscessos periapicais
a) Definicdo e diagnéstico clinico

O tratamento endoddntico tem como um dos objetivos principais, remover
bactérias, subprodutos bacterianos e substratos orginicos e inorgénicos, utilizando
substancias quimicas e instrumentos adequados que consigam romper e destruir o
ecossistema microbiano presente no sistema de canais radiculares. Quando as bactérias e/ou
suas toxinas atingem a regifio periapical causam uma resposta inflamatoria inicial, que

quando nfio tratadas corretamente podem evoluir para a formacdo dos abscessos periapicais

agudos.
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De acordo com CONSOLARO & RIBEIRO (1998) abscessos periapicais s#o
reacdes inflamatdrias agudas, caracterizadas por colegdes purulentas localizadas, estando
implicito o carater agudo de sua ocorréncia do ponto de vista microscopico, havendo
presenga abundante de neutrdfilos, amplas dreas de destruigio tecidual e fendmenos
vasculares exsudativos. Assim, os termos agudo e crdnico A frente de abscesso dento-
alveolar referem-se as caracteristicas clinicas. Portanto, microscopicamente, a defini¢io de

um quadro agudo esta explicito na palavra abscesso.

O diagnodstico clinico de abscesso dento-alveolar agudo caracteriza-se pelo
subito aparecimento de um quadro altamente sintomdtico, levando a incapacitacio do
paciente & sua rotina diaria. J4, abscesso dento-alveolar cronico traduz quadros clinicos com

baixa sintomatologia, ¢ longa duracio, nfo interferindo no dia a dia do paciente
(CONSOLARO & RIBEIRO, 1998).

COHEN & BURNS (1998) definem abscesso como um acumulo localizado de
pus, 0 que microscopicamente ¢ uma composigio de células mortas, residuos, neutréfilos
{polimorfonucleares-PMN) e macréfagos. Clinicamente, ocorrem graus variados de
tumefagio, com ou sem dor, podendo ocorrer elevagiio da temperatura. O corpo reage a esta
agressdo tentando estabelecer a drenagem tanto intra-oral quanto extra-oral. Se a drenagem
ndo for eficaz, o abscesso pode se estender para os espagos ou planos faciais da cabega e do
pescogo, formando uma celulite. Ainda segundo estes autores, uma reagdo periapical
radiografica presente com resposta inflamatéria aguda superposta a lesdio crbnica
preexistente, recebe a denominagfic de abscesso fénix. Este tipo de abscesso € uma
exacerbacéio aguda de uma inflamagfo crbnica ja existente. Se o processo agudo ndo for
tratado ¢ nfo cicatrizar, a reagdo se torna crdnica. Tal transformacfo envolve tanto a
duragdo quanto a populagdo celular. O processo inflamatério agudo ¢ uma reacdo
exsudativa, enguanto o processo crénico € uma reagfio proliferativa. Microscopicamente,
s3o caracteristicas deste Gltimo, a proliferagdio de fibroblastos, elementos vasculares ¢ a

infiltrac3o de macréfagos e linfocitos. Além da reagio inflamatéria cronica, os macrofagos
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e linfocitos provocam resposta imune. Enguanto que, a presenca de neutrdfilos e

macrofagos caracteriza o processo agudo,
b) Fases evolutivas patogénicas

Uma das maneiras de se classificar os abscessos periapicais € principalmente
quanto a sua ibcalizagéo clinica, podendo ser dividido em intra-oral e extra-oral. Os
abscessos intra-orais podem ser encontrados na fase intra-Gssea - primdria, subperidstea,
submucosa (difusa ou localizada), fistulada e fénix e os extra-orais em difuso e localizado
(SOUZA-FILHO et al., 2002).

A fase intra-0ssea primdria caracteriza-se por apresentar a cole¢do purulenta
circunscrita a regifio periapical avangando para os espagos medulares obedecendo ao
principio da menor resisténcia. Na fase subperiosteal a cortical Ossea apresenta-se
permeavel a exsudagio purulenta, por destruicio da lamina 6ssea cortical que se infiltra na
interface peridsteo/osso alveolar. Mesmo sem o rompimento do peridsteo, os subprodutos
bacterianos podem permear e agredir os tecidos moles adjacentes, resultando na formagéio
de edema, mas sem pus. J& na fase submucosa, o pus se difunde pelos tecidos moles.
Finalmente, na fistulizagdo ocorre a proximidade do pus ao epitélio, provocando sua
necrose e havendo drenagem espontdnea para superficie perfurada. A fistulizagdo do
abscesso caracteriza a ultima fase patogénica que se estabelece no quadro clinico

(CONSOLARO & RIBEIRO, 1998; SOUZA-FILHO et ol., 2002).

Contudo, DE DEUS (1992) divide as fases dos abscessos periapicais em aguda
e cronica, No abscesso agudo, considera o pus confinado 4 regifio periapical como a fase
intra-6ssea. O pus procura caminho de menor resisténcia para sair € enquanto isto ocorre,
produz um aumento de pressio sobre o pericemento causando, em pouce tempo, dor severa.
Na continuidade do processo, ¢ pus tenta perfurar o osso cortical e se acumula sob o
peridsteo, caracterizando a fase subperiosteal. Passa rapidamente pela fase submucosa ¢

quando consegue exteriorizar-se o faz por meic da formag@io de uma fistula, havendo
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diminui¢io ou desaparecimento da dor. A permanéncia deste quadro clinico por um tempo,
passa a caracterizar um abscesso crdnico, que é um processo supurativo cronico instalado

na regifio do peridpice, geralmente assintomaético, podendo eventualmente evoluir para uma

exacerbag@o aguda.

O abscesso fé€nix que € um abscesso localizado no épice radicular em dentes
com lesdo periapical cronica, ¢ uma condicfio clinica muito comum e geralmente ocorre
pela agudizagiio de uma lesdio periapical cronica. E mais comum em dentes inferiores
devido a maior espessura e resisténcia da cortical dssea vestibular. Esta agudizac¢io pode
ocorrer devido ao desequilibrio da resisténcia orgénica do hospedeiro com prevaléncia dos
agentes agressores (bactérias). E uma condicfio aguda caracterizada pela presenga de dor
severa e auséncia de edema intra ou extra-oral. Auséncia de tumefacfo indica que o
exsudato inflamatdrio ndo perfurou a cortical dssea do processo alveolar (GUTMANN &
HARRISON, 1994), provocando aumento da pressdo local, dor intensa ¢ continua. A maior
dificuldade de drenagem via canal radicular ocorre muitas vezes devido a localizag@o do
pus gue pela agio da for¢ca da gravidade fica depositada parte mais inferior da cavidade
patolégica e também devido a uma maior viscosidade do exsudato. Quando a tentativa de
drenagem via canal radicular fracassa, a dor torna-se insuportavel, sendo necessénia uma
intervengdo cirtrgica com trefinacdo da cortical dssea vestibular para saida do exsudato

purulento (NATKIN, 1974; SERENE et al., 1978; PETERS, 1980; ANTRIM et al., 1986).

¢} Aspectos Clinicos

Todos os abscessos periapicais evoluem a partir de uma pericementite apical,
visto que estas duas entidades clinicas sfo estigios do mesmo processo patologico; lego

suas causas sfo comuns {CONSOLARQO & RIBEIRQ, 1998).
A necrose pulpar faz parte do quadro clinico caracteristico do abscesso

periapical, mesmos nos casos cuja evolugdo se da a partir de pericementites apicais por

traumatismos acidentais e operatdrios, movimentagfo dentdria induzida ou oclusio
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traumatica. No entanto, a quase totalidade dos abscessos periapicais ¢ resultante da
evoluglio da cérie dentania até a necrose pulpar, com posterior envolvimento periapical
pelas bactérias e seus produtos. E com o estabelecimento de microabscessos, observadas na
microscopia optica, que se diferencia a pericementite apical aguda do abscesso periapical

agudo. Do ponto de vista clinico, distinguir precisamente este momento ¢ impossivel
(CONSOLARO & RIBEIRO, 1998).

Os principais aspectos clinicos da fase aguda sfo; rubor (dilatagfio dos vasos),
tumor (evasfo de fluido vascular para os tecidos causando edema), dor (liberagfio de
mediadores da dor como a bradicinina e pressdo do tecido devido a hiperemia ¢ ao edema),
calor (aumento do suprimento sangiiineo para os tecidos lesionados) e perda da fungéio
(devido a dor e ao edema). Observa-se presenga de sensibilidade ao teste de percussio e
mobilidade dental. A cronificacio do abscesso periapical acorre com a instalagio da fistula.
A sintomatologia diminui ou desaparece. A sensibilidade a percussfo vertical, encontra-se

ausente ou reduzida (COHEN & BURNS, 1998),
d) Aspectos Radiograficos

Quanto aos aspectos radiograficos do abscesso periapical em geral, na fase
aguda nfo apresenta sinais radiograficos significantes. Em alguns casos pode se observar
espessamento apical do espaco periodontal. Enquanto que na fase crbnica, o abscesso
periapical revela uma édrea de reabsorgfo ossea difusa, muitas vezes de dificil delimitacdio,

podendo se observar perda da continuidade da cortical éssea alveolar (CONSOLARO &
RIBEIRO, 1998).

Em algumas situagdes, o abscesso periapical agudo € secundério a um
granuloma ou a um abscesso crnico preexistentes. Nestes casos a imagem radiografica

quase sempre corresponde 2 lesfo primaria (CONSOLARQO & RIBEIRO, 1998; SOUZA-
FILHO et al., 2002).
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O diagnédstico definitivo de abscesso periapical deve ser realizado a partir da

associagio do exame clinico com a andlise radiografica e nunca isoladamente
(CONSOLARO & RIBEIRO, 1998).

DE DEUS (1992) afirma que no caso do abscesso agudo a radiografia pode ser
negativa ou mostrar espessamento do pericemento apical ou ao longo deste ¢, ainda, dreas
radiolticidas maiores, representadas pelas lesdes periapicais crénicas que se tornaram
agudas. No abscesso crbnico pode ser observado espessamento do pericemento apical ou
mesmo uma 4area radiolicida de rarefagfio difusa do osso, podendo variar desde uma

pequena lesdio até uma perda Ossea maior, A reabsorgfio externa da parte apical da raiz pode

também ser eventualmente observada.

e) Tratamento

Como a causa da dor periapical de origem infecciosa € a presenca de bactérias
no interior do sistema de canais radiculares, o tratamento para esta condigfio ¢ a eliminagfio
ou reducfio da populacio bacteriana. Uma vez que as bactérias est3o localizadas na porcic
apical do canal s#o as principais envolvidas na agressfo aos tecidos perirradiculares, o ideal
seria instrumentar progressivamente todo o canal radicular, colocar uma medicacfo
intracanal e selar provisoriamente a cavidade. A desinfecglo dos 2/3 coronarios €
justificada quando houver limita¢les anatdmicas ou de tempo. Nos casos de abscessos
perirradiculares, o tratamento varia de acordo com a intensidade’ da dor ¢ localizacdo da
colegio purulenta. Quando existe dor severa e auséncia de nnnefégéo intra ou extra-oral, a
colecdo de exsudato ainda estd restrita a regifio periapical e para se conseguir a drenagem ¢
fundamental o compieto debridamento dos canais e, as vezes, a trefinacfo do forame apical
(SOUZA-FILHO et al., 2002).

No entanto, quando existe tumefacio intra-oral localizada no fundo de sulco

vestibular, mesmo que pouco evidente, hd necessidade de drenagem cirfrgica, devido
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aciimulo de pus na regifio subperidstea ou submucosa. A colegdo do exsudato, distante da
regifio periapical, embora sendo o efeito de uma infec¢do oriunda dos canais radiculares,
torna-se neste momento a causa principal da dor e da toxicidade presente nos tecidos. A
prioridade, portanto, antes mesmo da descontaminacfo do canal radicular € a remogio da
coleciio purulenta. A intervencdo nos canais, nestes casos, podera ser realizada
trangliilamente nas préximas 48 ou 72 horas apds a drenagem do abscesso. Nesta ocasifio, o
paciente j& estard sem dor, sem mobilidade dental, sem edema e sem o estresse presente no

momento do atendimento inicial (SOUZA-FILHO er al., 2002).

Portanto, a terapia para os abscessos periapicais basicamente consiste do
debridamento do canal radicular e na maioria dos casos incisfio ¢ drenagem. A escolha ¢é
determinada pela severidade de sinais e sintomas e da necessidade de se estabelecer uma

via adequada de drenagem (SOUZA-FILHO e al., 2002).

A terapia antibidtica depende dos sinais sistémicos e sintomas apresentados pelo
paciente para reconhecer o momento em que o sistema imunoldgico encontra-se
incompetente para combater a infec¢fio. Quando os abscessos estio localizados € na
auséncia de linfadenite, celulite, trismo, febre e mal estar n3o ha necessidade de terapia
antibidtica (BERGENHOLTZ & CRAWFORD, 1989; ABBOTT, 1990; GRAD, 1997;
ANDRADE, 2000). Posto que, antibioticos penetram pobremente em abscessos, ¢é
imperativo incisar e drenar o abscesso eliminando barreiras que possam impedir a difuséo

do antibidtico (SLOTS & PALLASCH, 1996).

DAILEY & MARTIN (2001} mostraram através de um levantamento com 1.011
questionarios respondidos por pacientes atendidos em uma clinica de urgéncia, durante o
periodo de 11 semanas, que o principal antibi6tico prescrito foi a amoxicilina. A maioria
dos pacientes atendidos tinha dor, com uma grande propor¢fio apresentando infecgOes
localizadas como pulpite ou abscessos localizados. Setenta e cinco porcento desses

pacientes ndo receberam intervengfo cirurgica e foram prescritos antibidticos

inapropriadamente.
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Em resumo, a doenga periapical ¢ causada pela combinacio de bactérias
geralmente anaerdbias, produtos bacterianos, e a resposta do hospedeiro a eles. Os
diagndsticos periapicais diferentes apenas refletem os diferentes estigios na resposta
inflamatoria. Estas lesGes ndo sfio estaticas, podendo sofrer alteracSes constantes. Sfo

estdticas somente quando vistas ao microscopio (COHEN& BURNS, 1998).
f) Complicacbes e consegiiéncias clinicas

Nio instituida a terapia adequada para o tratamento dos abscessos periapicais,
estes podem evoluir para complicagdes e conseqgiiéncias clinicas indesejaveis, como por
exemplo, osteomielite aguda e crdnica purulenta, sinusite maxilar aguda e crbnica, angina

de Ludwig, periostite ossificante (CONSOLARO & RIBEIRQO, 1998).

DE DEUS (1992) afirma que a difus@o da infec¢fio do abscesso periapical
agudo, durante a sua fase evolutiva, depende de fatores como: a época em gue se inicia o
tratamento ou a drenagem, tipos de microrganismos envolvidos, estado geral do paciente,
comprimento e situagfio anatdmica do dente afetado no arco, espessura da ldmina cortical e

inser¢des musculares (que podem determinar a rota tomada pela infecg@o em certos espagos

dos tecidos).
g) Microbiota

O conhecimento dos microrganismos associados aos abscessos periapicais €
importante no desenvolvimento e entendimento deste processo patoldgico, bem como, o

antimicrobiano eficaz contra tais bactérias (GOMES, 1995).

A microbiota dos canais radiculares infectados tormou-se novamente tema de
pesquisas apods bactérias anaerébias de pigmento negro serem isoladas de polpas dentais
infectadas (incluindo as espécies de Prevotella e Porphyromonas), e da correlacio destas

bactérias com os aspectos clinicos tais como dor, mal odor, exsudato, formagio de



abscessos, presencga de fistula, entre outros (SUNDQVIST, 1976; YOSHIDA et al., 1987,
GOMES et al., 1994a; GOMES, 1995; GOMES et al, 1996a; GOMES 2002).

Estudos tém confirmado a associa¢iio de uma ou mais espécies de bactérias de
pigmento negro com abscessos de origem endoddntica, e que a microbiota presente em

dentes com fistula é predominantemente mista e anaerébia (VAN WINKENLHOFF ef al.,
1985; HAAPASALO et al., 1987). '

VAN STEENBERGEN et al. (1982) estudando a viruléncia das bactérias em
monoculturas, relataram que P. infermedia causou abscessos localizados enquanto que P.
endodontalis e P. gingivalis causaram apenas processos inflamatOrios mais discretos.
SUNDQVIST et al. {1989) afirmam que P. gingivalis esta relacionada a produgéo e rapida
disseminagBo de abscesso, enquanto P. intermedia e P. endodontalis causam abscessos
localizados, sugerindo que a infecgfio mista do canal radicular com P. intermedia, P.
endodontalis ou P.gingivalis aumenta o risco de se desenvolver uma inflamago purulenta
apical. SIQUEIRA er al. (1998) observaram que nenhuma das bactérias testadas (P.
intermedia, P. nigrescens, P. endodontalis, F. nucleatum, F. necrophorum} foram
patogénicas isoladamente, com excegdio da P. gingivalis que causou abscesso ulcerativo

no subcutineo do dorso dos ratos inoculados.

YOSHIDA er al. (1987) encontraram correlaciio entre Pepiostreptococcus
magnus € a presenca de exsudato mucoso e, entre Bacteroides spp.. Eubacterium spp. e
Veillonella spp. com exsudato seroso. GOMES er al. (1994a) encontraram significante
correlagio entre o exsudato purulento com a presenca de Prevotella buccae, Prevotella

loescheii e Fusobacterium spp., especialmente F. necrophorum, achados similares aqueles
relatados por BROOK ez al. (1981).

ADERHOLD er al. {(1981) sugeriram que os Strepfococcus spp. podem ser
importantes nas fases iniciais da formaco do abscesso, preparando o ambiente para

subseqiiente invasio anaerdbia. LEWIS er al. (1986a) isolaram predominantemente
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Streptococcus do grupo “milleri” em amostras obtidas no primeiro e segundo dia de
sintomas clinicos de abscessos periapicais. H4 também evidéncias que as bactérias
Streptococcus do grupo “milleri” podem agir sinergicamente com as bactérias anaerdbias

no desenvolvimento de abscessos (LEWIS ef al., 1988).

LEWIS ef al. (1990), em uma revisfo de literatura, afirmam que a microbiota
dos abscessos periapicais agudo ¢ freqlientemente polimicrobiana, envolvendo
predominantemente Streplococcus dependentes de CO2, cocos Gram-positivos estritamente

anaerébios e bastonetes Gram-negativos estritamente anaerobios.

BAUMGARTNER et al. {1999} analisaram 40 canais radiculares de dentes
intactos com necrose pulpar e periodontite apical com o objetivo de estudar a correlagio de
bastonetes produtores de pigmento negro com os sinais e sintomas clinicos apresentados.
Utilizaram métodos laboratoriais convencionais para identificac8o de bactérias produtoras
de pigmento negro e polymerase chain reaction-PCR com primers especificos para os gens
16S r-RNA para diferenciar Prevotella nigrescens de Prevotella intermedia. Vinte e duas
amostras (55%) foram positivas para as bactérias de pigmento negro. Destas, 11/22 foram
identificadas como P. nigrescens, 8/22 como P. intermedia, 2/22 como P. gingivalis e 1/22
como P. melaninogenica. Dezesseis dos 22 canais estavam associados com exsudato
purulento, dos quais 9 apresentaram Prevotella nigrescens e 3 Prevotella intermedia, sendo
gue em 4 casos nfc detectaram crescimento microbiano vidvel. Anélise estatistica dos
resuitados nfic encontrou relagfo significativa da presenca de bactérias de pigmento negro
com sinais e sintomas clinicos. Posteriormente, alguns pesquisadores da mesma equipe
clonaram e sequenciaram os gens 165 rRNA de bactérias de pigmento negro que nio haviam

sido identificados no laboratério e determinaram que que pertenciam a espécie Prevorella

fannerae.

SOUSA (2000) investigou 30 canais radiculares infectados associados a
abscessos periapicais guanto a composi¢cdio microbiana, confirmando a presenga de uma

microbiota mista, composta principalmente de Peptostreptococcus prevolii, P. micros ¢ F.
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necrophorum. A autora ndo encontrou nenhuma associagio estatisticamente significante
entre a presenca de abscessos periapicais com qualquer das espécies bacterianas estudadas.
Foram diagnosticados 2 abscessos na fase intra-0ssea, 5 na fase subperitstea, 17 na fase
submucosa, sendo 13 difusos € 4 localizados € 6 na fase de fistulizagdo, 5 com fistula intra-
oral e 1 extra-oral. Estes resultados sugerem a prevaléncia dos abscessos submucosos.
Também em 2000, SOUSA er al. isolaram microrganismos presentes em 20 canais
radiculares com exsudato purulento e a sua possivel correlagio com a patogenia desse
processo inflamatério. Observaram a prevaléncia de Peptostreptococcus micros (50%),
Fusobacterium necrophorum (30%), Strepfococcus sanguis (30%), Fusobacterium
nucleatum (25%), Streptococcus constellatus (20%), Porphyromonas endodontalis {(15%).
Nio obtiveram correlagio estatisticamente significante entre qualquer espécie e exsudato

purulento. Coclufram que canais radiculares com exsudato purulento apresentam

microbiota mista.

OLIVEIRA et al. (2000) avaliaram a ocorréncia de P.endodontalis em infecgdes
assintométicas € sintomaticas. Estudaram 44 canais radiculares com polpas necrosadas,
sendo 6 diagnosticados como abscesso periapical agudo. P.endodontalis foi detectada em
4/6 (66.7%) canais radiculares com abscesso periapical. Entretanto, a alta prevaléncia de 2.
endodontalis em abscessos perirradiculares agudos sugere que esta bactéria tem potencial

para ser um importante patogeno endodontico.

SIQUEIRA ef al. (2001a) utilizaram PCR para detectar Treponema denticola
em canais radiculares de 54 dentes com polpa necrosada. T. denticola foi detectada em 5/10

casos diagnosticados como abscesso perirradicular agudo.

SIQUEIRA et al. (2001b) analisaram o pus coletado de 10 casos com abscessos
perirradiculares agudos. Utilizaram PCR para detectar a ocorréncia de 4 bastonetes
anaer6bios formadores de pigmento negro (Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens), Treponema denticola €

Actinobacillus actinomycetemcomitans. Bastonetes anaerdbios formadores de pigmento



negro estavam presentes em 80% dos abscessos examinados, P. endodontalis foi
encontrada em 70%, T. denticola em 50%, P. gingivalis em 40% e P. intermedia em 10%.
P. gingivalis estava sempre associada a P. endodontalis. P. nigrescens e A.
actinomycetemcomitans niio foram encontrados em nenhuma amostra de pus. Os autores
concluiram que P. endodontalis, T. denticola e P. gingivalis podem ter um papel importante

na etiologia dos abscessos perirradiculares agudos.

SIQUEIRA ef al. (2001c) avaliaram a microbiota de 27 abscessos
perirradiculares pelo método de hibridizagiio de DNA DNA. As amostras foram obtidas
por aspiracdo € observaram a ocorréncia de 49 espécies bacterianas. As espécies mais
prevalentes encontradas foram Bacteroides forsythus (29,6%), Porphyromonas gingivalis
(29,6%), Streptococcus constellatus (25,9), Prevotella intermedia (22,2%), Prevotella

nigrescens (22,2%), Fusobacterium periodonticum (18,5%), Fusobacterium nucleatum

(18,5%) e Eikenella corrodens (18,5%).

GOMES (2002) investigou a microbiota de 100 canais radiculares infectados
sendo que destes 44 estavam assosciados com abscessos periapicais. Encontrou associagio
significante entre abscesso periapical com a presenca de anaer0bios tais como
Pepiostreptococcus micros, P. prevotii e Fusobacterium wnecrophorum (p<0,01) (Tab.
5.2.11.). Foram diagnosticados 5 abscessos na fase intra-6ssea, 5 na fase subperiostea, 22
na fase submucosa, sendo 18 difusos e 4 localizados e 12 na fase de fistulizagfo, 11 com

fistula intra-oral € 1 extra-oral. Observaram a prevaléncia dos abscessos submucosos.

Na microbiota de canais radiculares associados com abscessos periapicais
(TAB. 2), os géneros mais comumente isoladas s@o os Swrepfococcus e os géneros
relacionados Enterococcus € Gemella, € os anaerbios estritos como Peplostreptococcus,
Bacteroides, Prevotella (entre elas Prevotella tannerae e P nigrescens), Porphyromonas,
Fusobacterium ¢ Eubacterium. Os géneros Actinomyces, Lactobacillus, Veillonella também
tém sido encontrados freqlientemente. Outros como Propionibacterium, Neisseria,

Haemophilus,  Capnocytophaga,  Tissierella,  Campylobacter,  Actnobacillus e
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Staphylococcus séo também 1isolados. Atualmente tém-se detectado espécies como
Treponema denticola, Actinobacillus actinomycetemcomitan, Bacteroides forsythus,
Fusobacterium  periodonticum, FEikenella corrodens (SABISTON er al, 1976;
ADERHOLD et al., 1981; OGUNTEBI ef al., 1982; LABRIOLA ef al., 1983; WILLIANS
et al., 1983; WASFY et al., 1992; KULEKCI et al., 1996, BAUMGARTNER et al., 1999;

OLIVEIRA et al., 2000; SOUSA, 2000; SOUSA et al., 2000; SIQUEIRA e al., 2001a,b,c;
GOMES, 2002) (TAB. 2). -
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TABELA 2

Bactérias comumente isoladas de abscessos periapicais.

GENERO

Espécies/Grupos comuns

Baciérias Anaerdbias Estritas

Bastonetes Gram-negativos

Porphyromonas

P. gingivalis
. endodontalis

Prevotella

. intermedia

. melaninogenica
oralis

oris

. buccae

. COFpOris

. tannerae

P. nigrescens

- -Na-Te-Na-Te -l BN o

Fusobacterivm

F. nucleatum
F. necrophorum

Campylobacter

C. sputorum
C. recta

Bastonetes Gram-positivos

Eubacterium

E. alactolyticum
E. limosum
E. lentum

Lactobacillus

L. fermentum
L. plantarum

Actinomyces

A israelli
A . viscosus

Cocos Gram-positivos

Peptastreptococcus

P. anaerobius
F. micros

P. prevotii,

P. magnus

Streptococcus

S. consteliatus

Cocos Gram-negativos

Veiilonella

V. parvuia

Bactérias Anaerdbias Facultativas

Cocos Gram-positivos

Streptococcus

8. mitis

S. anginosus
S. intermedius
S. oralis

Gemella

G. morbillorum
G. haemolysans

Enterococcus

E. faecalis
E. faecium

Bastonetes Gram-negativos

Capnocytophaga

C. gingivalis

Cocos Gram-negativos

Neisseria

N.sicca
Nfava

Bastonetes Gram-positivos

Corynebacterium

C xerosis

Lactobacillus

L.acidophilus

Actinomyces

A .naestundii
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2. Analise da suscetibilidade antimicrobiana

2.2.1. Antibioticos — mecanismo de acio e resisténcia

Os antibiéticos sfo substdncias quimicas produzidas por microrganismos vivos
ou por processos semi-sintéticos. Tém a propriedade de inibir o crescimento de

microrganismos patogénicos e, eventualmente, destrui-los (ANDRADE, 2000).

Em 1936 as sulfonamidas foram introduzidas, contudo os antibidticos tornaram-
se disponiveis apenas em 1942 com a introdugfo da penicilina na pratica médica. Os
antibidticos s@io derivados principalmente de fungos dos géneros Penicillium ¢
Cephalosporium, de actinomicetos dos géneros Streptomyces e Micromonospora e de
bactérias dos géneros Bacillus, Nocardia e Pseudomonas (antibidticos naturais).
Antibioticos semi-sintéticos sfio aqueles obtidos em laboratério, por intermédio do
acréscimo de radicais ao nicleo ativo, isolado no meio de cultura em que se produz o
antibidtico original (ex. amoxicilina e cefalosporinas). J4 os antibioticos biossintéticos so
os obtidos em cultura de microrganismos a que se adicionam substincias quimicas capazes

de alterar a estrutura molecular {ex. cloranfenicol) (AMATO-NETO et ai., 2000).

Os antibidticos podem ser classificados de acordo com varios critérios, por
exemplo, segundo a estrutura quimica: antibicticos f-lactdmicos (penicilinas,

cefalosporinas), macroiideos {eritromicina, azitromicina), lincosaminas {clindamicina).

Dependendo do antibidtico ha varios mecanismos de acdo agindo na célula
bacteriana, como inibicdo da sintese da parede celular, alteragdio da permeabilidade da

membrana celular, alteracdo na sintese de componentes celulares e inibigdo do

metabolismo.

Microrganismos podem muitas vezes apresentar-se resistentes ou ndo serem

afetados por um antibidtico. A resisténcia usualmente resulta da inativagio do antibidtico



TABELA 2

Bactérias comumente isoladas de abscessos periapicais.

GENERO Espécies/Grupos comuns
Bactérias Anaercbias Estritas
- . P. gingivalis
Bastonetes Gram-
as negativos FPorphyromonas P endodontalis
P. intermedia
P. melaninagenica
P. oralis
P. oris
Prevotella P buccae
P. corporis
P. tannerae
P. nigrescens
Fusobacterium F. nucleatum
F. necrophorum
C. sputorum
Campylobacter C recta
E. alactolyticum
Bastonetes Gram-positivos Eubacterium E. limosum
E. lentum
. L. H
Lactobacillus Jermentum
L. plantarum
. A dsraelli
Actinomyces .
A . viscosus
P. anaerobius
L. P. micr
Cocos Gram-positivos Pepiosireptococcus cros
P. prevotii,
F. magnus
Streptococeus S. constellatus
Cocos Gram-negativos Veillonella V. parvula
Bactérias Anaerdbias Facultativas
S. mitis
C G .. S. anginosus
ocos (Gram-positivos Streptococcus S intermedius
S. oralis
G. morbillorum
Gemella
G. haemolysans
£ faecali
Enterococcus 1 s
E. faecium
Bastonetes Gram-negativos Capnocytophaga C. gingivalis
: o N.sicea
Cocos Gram-negativos Neisseria !
Nflava
Bastonetes Gram-positivos Corynebacterium C.xerosis
Lactobacillus L. acidophilus
Actinomyces A naeslundii
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2. Anilise da suscetibilidade antimicrobiana
2.2.1. Antibidticos — mecanismo de agio e resisténcia

Os antibidticos sdo substincias quimicas produzidas por microrganismos vivos
ou por processos semi-sintéticos. Tém a propriedade de inibir o crescimento de

microrganismos patogénicos e, eventualmente, destrui-los (ANDRADE, 2000).

Em 1936 as sulfonamidas foram introduzidas, contudo os antibidticos tornaram-
se disponiveis apenas em 1942 com a introducdio da penicilina na pratica médica. Os
antibidticos sfo derivados principalmente de fungos dos géneros Penicillium ¢
Cephalosporium, de actinomicetos dos géneros Streptomyces € Micromonospora e de
bactérias dos géneros Bacillus, Nocardia e Pseudomonas (antibidticos naturais).
Antibidticos semi-sintéticos sfio aqueles obtidos em laboratério, por intermédio do
acréscimo de radicais ao nicleo ativo, isolado no meio de cultura em que se produz o
antibidtico original (ex. amoxicilina e cefalosporinas). J& os antibidticos biossintéticos so
os obtidos em cultura de microrganismos a que se adicionam substincias quimicas capazes

de alterar a estrutura molecular (ex. cloranfenicol) (AMATO-NETO et al., 2000).

Os antibidticos podem ser classificados de acordo com varios critérios, por
exemplo, segundo a estrutura gquimica: antibiéticos p-lactAmicos (penicilinas,

cefalosporinas), macrolideos (eritromicina, azitromicina), lincosaminas (clindamicina).

Dependendo do antibidtico ha véarios mecanismos de agfio agindo na célula
bacteriana, como inibic3o da sintese da parede celular, alteragio da permeabilidade da

membrana celular, alteracBio na sintese de componentes celulares e inibicdo do

metabolismo.

Microrganismos podem muitas vezes apresentar-se resistentes ou ndc serem

afetados por um antibidtico. A resisténcia usualmente resulta da inativa¢fio do antibidtico
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por enzimas bacterianas, desenvolvimento de vias metabdlicas alternativas ndo afetadas por
antibidticos ou altera¢des bioquimicas na bactéria que impegam a penetragfio ou ligagdo do
antibidtico (NISENGARD & NEWMAN, 1994).

A ineficicia do antibidtico resulta nfio apenas da resisténcia, mas também de
uma terapia inadequada que nfio consegue controlar um grande mimero de microrganismos.
Em outras vezes, baixas doses de antibidticos épenas destroem 0s microrganismos mais
suscetiveis, permitindo a sobrevivéncia dos mais resistentes. Desta forma, ¢ imperativo que
a dose inicial do antibidtico e o tempo da terapia sejam suficientes para o sucesso do
tratamento. Finalmente, 0s antibidticos podem ser ineficazes se sofrerem ag¢fo antagonistica

de outras drogas ministradas concomitantemente (NISENGARD & NEWMAN, 1994).

Os antibidticos podem ser bacteriostiticos (quando inibem o crescimento e
multiplicagdo do microrganismo) ou bactericidas (quando causa a morte do
microrganismo). Porém, nenhum antibidtico é eficaz contra todos os microrganismos
encontrados nas infec¢fes orais. Assim, apresentam um espectro estreito, aqueles que

afetam poucas espécies de microrganismos e amplo, aqueles que agem sobre uma grande

variedade de microrganismos.

Antibidticos sistémicos devem ser administrados com precaucbes devido as
possibilidades de reagbes alérgicas, toxicidade, efeitos colaterais ¢ desenvolvimento de
espécies resistentes. Além disso, na odontologia, os antibidticos sistémicos nfo conseguem
atingir bactérias confinadas no tecido pulpar necrético € nem alcancar aquelas que se
encontram dentro de abscessos periapicais. Assim, a mais importante manobra em
qualquer infeccdio € o debridamento e a drenagem. Se o pus permanecer, antibidticos sio
freqlienterente inefetivos quanto & presenga de microrganismos sensiveis. Os antibidticos
sdo incapazes de alcangar o sitio de infecg@io devido a pobre vascularizagfo na parede de
um abscesso, presenca das enzimas bacterianas e também pelo baixo potencial oxido-
reducdo e baixo pH encontrado em abscessos (TALLY,1978). Qutro fato ¢ que algumas

bactérias provavelmente encontram-se queiscentes no interior dos abscessos, devido as
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condigbes inadequadas para a proliferacio bacteriana, de maneira que a maioria dos

antibidticos nfio conseguem atingi-las, pois estes atuam durante a divisSo celular
(ANDRADE, 2000).

Portanto, a terapia antibiotica nfio estd indicada em casos de pulpite e, nio é
necessariamente efetiva em casos de abscessos periapicais agudos apresentando edema
localizado ou presenga de fistula. Para essas situagBes clinicas o sucesso ¢ obtido pelo
adequado debridamento do canal radicular, drenagem dos tecidos moles quando necessario,
ou ainda em algumas vezes, pela extracfio do dente (BARKER & QUALTROUGH, 1987;
BERGENHOLTZ & CRAWFORD, 1989; ABBOTT et al., 1990).

A terapia antimicrobiana € indicada nos casos de infecgSes endodOnticas que
apresentarem sinais e sintomas de disseminacgio do processo infeccioso, tais como febre,
mal estar, celulite ou trismo inexplicavel ou na profilaxia antibidtica de pacientes de risco
durante a terapéutica endodéntica (BERGENHOLTZ & CRAWFORD, 1989; ABBOTT et
al., 1990; GRAD, 1997; ANDRADE, 2000). Embora antibidticos de uso sistémico ndo
sejam normalmente utilizados no tratamento de doengas crdnicas, em pacientes com risco
de desenvolvimento de endocardite bacteriana tornam-se importante complemento a

terapéutica endoddntica, sendo utilizados em regimes profilaticos (ABBOTT ef al., 1990,
GRAD, 1997).

Os antibidticos foram também utilizados como medicamento intracanal a partir
de 1944 por Adams que foi o primeiro a aconselhar o uso da chamada “droga milagrosa”
em endodontia. A indicagfio dos antibidticos para esse uso era baseada no conceito de que
eles sio efetivos contra os microrganismos no interior dos tibulos dentindrios, nas
iregularidades dos canais, canais acessorios, canais laterais € nos tecidos periapicais,
porém, ndo sdo adequados para o uso de pequeno periodo de tempo como solugo
irrigadora (ABBOTT er al., 1990). Grossman desenvolveu em 1951 uma associaglio
chamada de PBSC que consistia de penicilina, bacitracina, estreptomicina juntamente com

um fungicida, o caprilato de sédio. Essa associag@o foi posteriormente retirada de uso
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clinico por determinagfio da Administracdo de Alimentos e Drogas em 1971. Atualmente,
os antibidticos tém sido pouco empregados como medicagfo intracanal, devido ao risco de
haver sensibiliza¢@o do paciente ou desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Qutra razio

€ que os antibiGticos nfo sfo superiores aos anti-sépticos comuns como curativo intracanal

(SIQUEIRA, 1996).

TABELA 3

Antibidticos utilizados na odontologia.
ACAO
BACTERIOSTATICA BACTERICIDA

Azitromicina Penicilina G
Eritromicina Penicilina V
Chindamicina Ampicilina
Amoxicilina

Cefalosporina

Metronidazol

a) Penicilinas

As penicilinas, como um grupo, sfo os agentes antimicrobianos mais
freqiientemente utilizados, e constituem a primeira opgio como coadjuvante no tratamento
das infecgdes odontoldgicas leves ou moderadamente severas, € na prevencio da
endocardite bacteriana (GREENBERG et gl., 1979; MOENNING ef al., 1989; ABBOTT er
al., 1990; BAKER & FOTOS, 1994; SANDS er al., 1995; ANDRADE, 2000).

Devido & presenga de um anel B-lactdmico em sua estrutura quimica as
penicilinas junto com as cefalosporinas fazem parte do grupo dos antibidticos B-lactamicos.
S#o compostos naturais e semi-sintéticos, com propriedades diferentes no que diz respeito &
sua aglio antibacteriana. Apresentam em comum, como nicleo molecular, o acido 6-
aminopenicilinico. Podem apresentar pequeno ou large espectro de aglo bicldgica
(WALKER, 1992; ANDRADE, 2000).
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Sio drogas bactericidas cujo principal mecanismo de agdo ¢ inibir a sintese da
parede celular de algumas bactérias. S#o largamente distribuidas no organismo e
rapidamente eliminadas do plasma pelos rins. Sua toxicidade ¢ extremamente baixa ¢

exceto por reagles alérgicas, sfo as drogas conhecidas mais seguras.

As penicilinas naturais (denominadas assim por serem produzidas por fungos),
sdo também conhecidas por benzilpenicilina ou penicilina G, apresentam um estreito,
porém (til, espectro de atividade. E indicada para a sensibilidade de microrganismos tais
como Streptococcus pyogenes, estreptococos do grupo viridans, Peptostrepiococcus spp.,
Actinomyees israelii, ¢ bactérias do género Clostridium, sendo para estes, bactericida.
Enquanto que para Enterococcus spp., a atividade da penicilina G ¢ bacteriostitica
(AMATO-NETO et al., 2000). S8o muito mal absorvidas por via oral por serem inativadas
pelo suco gastrico. As vias parenterais (intramuscular ou intravenosa) permitem wmna
completa absorgdo, apesar de aumentar a possibilidade de reagdo alérgica (ANDRADE,
2000). Sua concentragio sangiiinea para uma injec@o de 1.000.000 Ul intramuscular € de 8
pg/mlL.

As penicilinas naturais nfio agem, em doses usuais, contra espécles produtoras
de penicilinases (B-lactamases), que sio enzimas produzidas por determinadas espécies de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que tém a propriedade de destruir o anel 8-
lactdmico de algumas penicilinas, convertendo-as em acido penicilindico, que ndo

apresenta atividade antimicrobiana (ANDRADE, 2000).

A penicilina V ou fenoximetilpenicilina potdssica ¢ obtida por meio de
modificagdes da cadeia lateral do acido 6-aminopenicildnico, gerando inGmeras outras
penicilinas chamadas de semi-sintéticas. Destas, a ampicilina € seu analogo, amoxicilina,
sdo as Ginicas de interesse para a odontologia. A penicilina V apresenta no pico da dose de
500.000UT aproximadamente 325mg de 6 em 6 horas, uma concentragio sangliinea de

bug/mL.
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As penicilinas semi-sintéticas sdo resistentes ao acido gastrico, permitindo a
administragdio por via oral. Seu espectro de agfo é idéntico ao das penicilinas G, entretanto
devido sua melhor absor¢3o oral resulta em maior aplicacdo clinica (WALKER, 1992;
ANDRADE, 2000). Também nfio agem contra espécies bacterianas produtoras de

penicilinases (B -lactamase).

~ Apesar de apresentarem o mesmo espectro de agfio, a ampicilina ¢ a amoxicilina
diferem quanto as caracteristicas farmacologicas. A amoxicilina € mais bem absorvida por
via oral e nfo sofre modificagSes no organismo. Sua concentragio no soro e nos tecidos ¢
quase duas vezes maior que a da ampicilina (WALKER, 1992; ANDRADE, 200¢).
Apresentam concentragio sangiiinea de 4 pg/mL para 500 mg de ampicilina de 8 em 8
horas e para amoxicilina 7ug/ml. para a dose de 500mg de 8 em 8 horas. Ambas
apresentam espectro de aclio estendido, por inibir a maioria das bactérias sensiveis as
penicilinas G e V, e ter agfio adicional contra bactérias Gram-negativas, especialmente
espécies de Hemophilus influenzae, Escherichia coli e Proteus mirabilis. A amoxicilina nfio
é totalmente efetiva contra bactérias cocos Gram-positivos €, como a penicilina G e V, ¢
também destruida pela maioria das bactérias produtoras de B-lactamases (MOENNING er
al., 1989; WALKER, 1992; BAKER & FOTOS, 1994).

A aclo da penicilinase tem sido superada com a combinagio da amoxicilina
com © clavulanato de potédssio (sal potassico do 4cide clavulanico), produto de um
estreptomiceto. O clavulanato de potdssio ¢ um inibidor nfio competitivo da penicilinase
sem qualquer atividade antimicrobiana. A formulagiio de amoxicilina combinada com esse
potente inibidor de B-lactamase (clavulanato de potassio), tem mostrado atividade conira
anaerdbios estritos penicilinase-resistente (GOLDESTEIN & CITRON, 1986; LEWIS et
al., 1993) e prevenindo a destruicio de antibioticos B-lactdmicos administrados
simultaneamente (MOENNING er 4l., 1989). Apresenta uma concentragfio sangiiinea para
a dose de 500mg de 8 em 8 horas, de 7 ug/ml, composto de 500mg de amoxicilina para
125mg de clavulanato de potassio.



As penicilinas tém sido recomendadas como antibiéticos de escotha no
tratamento de infecgbes odontogénicas agudas em criangas (HILL-SMITH & SCHUMAN,
1983). Sendo que a penicilina G e a V, devido a sua efetividade histérica, minima
toxicidade e relativamente baixo custo, sfo a principal escolha no tratamento das infecgdes
odontogénicas. Um pequeno curso de alta dose de amoxicilina tem mostrado eficiéncia
tanto como a penicilina convencional na reducdo de edema em 24 horas, porém, nenhuma
outra diferenca foi encontrada (LEWIS er al, 1986b). Por outro lado em 1993,
PATERSON e CURZON afirmaram que o regime de pequeno curso e alta dose de
amoxicilina parece ter vantagens sobre o regime convencional de penicilina para o
tratamento de infec¢des odontogénicas. Tornando assim, a prescricio medicamentosa na
odontologia diferente da medicina, pois esta depende principalmente da resposta de defesa
do organismo. Ja na odontologia o fator mais importante é a remo¢fo da causa (ex. um
eficiente preparo quimico—mecanico de um canal radicular infectado, combatendo as
bactérias e neutralizando e removendo seus produtos). A terapia antibidtica na odontologia
depende dos sinais sistémicos e sintomas apresentados pelo paciente para reconhecer o

momento em que o sistema imunoldgico encontra-se incompetente para combater a

infecgo.

Embora as penicilinas sejam consideradas como primeira escolha para o
tratamento de infec¢des odontogénicas, o seu uso indiscriminado tem levado ao surgimento
de bactérias resistentes tornando-se um problema de grande significdncia clinica.
APPELBAUM er al. (1990a) estudaram a suscetibilidade antimicrobiana de 320
Bacteroides ndo pertencentes ao grupo B. fragilis (Prevotella e Porphyromonas) € 129
espécies do género Fusobacterium. Observaram a presenga de espécies de Prevotella ¢
Porphyromonas resistentes 4 penicilina e que o 4&cido clavulinico aumentou
significantemente a atividade antimicrobiana da amoxicilina. Concluiram que, embora a
resisténcia as penicilinas tenha aumentado, estas associadas a inibidores de B-lactamase

continuam efetivas contra as bactérias estudadas.
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Em uma revisdo de literatura JOHNSON (1993) relata que o niimero de espécies
bacterianas capazes de produzir B-lactamase tem aumentado no decorrer dos anos. Espécies
pertencentes aos géneros Bacteroides {outras espécies além do Bacteroides fragilis),

Prevotella, Porphyromonas e Fusobacterium tém demonstrado resisténcia aos antibiéticos
B-lactdmicos.

LEWIS er al. (1995) encontraram em 78 pacientes dos quais 43 receberam
antibioticoterapia dentro de 6 meses antes do desenvolvimento do estudo, um total de 331
espécies bacterianas sendo 143 anaerdbios facultativos e 188 anaerobios estritos. Setenta e
cinco isolados mostraram-se resistentes a benzilpenicilina, 37 a ampicilina e 16 espécies
foram resistentes a amoxicilina combinada com acido clavuldnico, utilizando o método do
E-test. Nas amostras de quarenta e trés pacientes, pelo menos um isolado resistente a
penicilina foi encontrado e dentro deste grupo, 30 das infecgdes continham pelo menos 1
espécie bacteriana que produziu B-lactamase. Estes autores ainda afirmaram que a histéria
de terapia antibiética durante os seis meses anteriores ao desenvolvimento do estudo ndo
influenciou o isolamento de bactérias penicilina resistentes. Concluitam que bactérias

penicilina resistentes s@io fregilentemente encontradas na microbiota de infecglo

odontogénica aguda.
b) Cefalosporinas

Estes antibidticos sfio derivados semi-sintéticos de um fungo, Cephalosporium
acremonium, € sio estruturalmente relacionados & penicilina. Apresentam, em comum, em
sua estrutura quimica, como ntcleo molecular, o 4cido 7-aminocefalosporinico. Junio com
as penicilinas, fazem parte do grupo de antibidticos denominados -lactamicos, porém sdo

menos sensiveis & acfo das enzimas B-lactamases (ANDRADE, 2000).

As cefalosporinas sfio bactericidas e inibem a sintese da parede celular
bacteriana de forma similar & penicilina. Apresentam um amplo espectro ¢ sio eficazes

contra muitos microrganismos Gram-positivos, incluindo estafilococos. Bactérias Gram-
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negativas como Proteus mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella e Enterobacter também sio
sensiveis as cefalosporinas. Muitas cefalosporinas sio distribuidas amplamente pelo
organismo e a maior parte da dose administrada ¢ excretada de forma inalterada na urina
{(NISENGARD & NEWMAN, 1994). Apresenta uma concentragfio sangtinea de 17 pg/mL
para a dose de 500mg de 8 em 8 horas (de maneira geral, pois as cefalosporinas constituem-

se de varias geracdes de antibidticos),

A incidéncia de reagdes alérgicas ¢ quase tdo alta quanto com a penicilina,
embora, pacientes alérgicos a penicilina podem nfo ser as cefalosporinas. Contudo, pode-se

observar hipersensibilidade cruzada entre cefalosporinas e penicilinas (PALLASCH, 1979;
MILES, 1984).

A eficdcia das cefalosporinas de uso oral contra anaerdbios estritos é limitada,
com excegdo do cefaclor (segunda geragdio). Além disso, sua penetragio em tecido Osseo €
reduzida (com excec¢do do cefaclor), e sdo mais caras e menos eficazes que a amoxicilina
(BAKER & FOTOS, 1994; SIQUEIRA, 1997). Contudo, FAZAKERLEY er al. (1993)
compararam a eficacia da cefalosporina de 1° geragSio — cephradine -, amoxicilina e
fenoximetilpenicilina no tratamento de infec¢bes dentoalveolares agudas e observaram que
todos os antibidticos testados foram efetivos na resolucfo da infecgdo. Afirmaram que a
cefalosporina testada parece ser uma escolha adequada para o tratamento de infecgdes

dentoalveolares agudas em conjunto com apropriado tratamento cirargico (drenagem).

CUMMING ef al. (1984) avaliaram o papel da cefalosporina de 1° geragio —
cefadroxil - no tratamento das infecgBes orofaciais agudas. Os autores sugeriram que a

cefadroxil pode ser incluida na lista de possiveis drogas utilizadas para esses casos.
Segundo ANDRADE (2000) as cefalosporinas ndo apresentam nenhuma grande

vantagem sobre as penicilinas, embora tenha um espectro de a¢dio um pouco aumentado,

este ndo coincide com as bactérias envolvidas nas infecgdes orais.
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KURIYAMA er al. (2000) investigaram os aspectos bacteriologicos ¢ a
suscetibilidade antimicrobiana de infecgles orofaciais e observaram que as cefalosporinas
testadas exerceram grande atividade «contra estreptococos do grupo viridans,
Peptostreptococcus spp., Porphyromonas spp., € Fusobacterium spp.. Contudo, espécies de
Prevotella pigmentadas e ndo pigmentadas nio mostraram total suscetibilidade a
cefalosporina (cefazolim). Enquanto que o cefmetazol foi ativo contra todas as bactérias
testadas. Entretanto, o alto custo ou a inconveniéncia da administragfio intravenosa pode

impedir o uso freqiiente em infecgOes odontogénicas.

¢) Macrolideos

Sdo drogas obtidas por meio de cultura de Strepromyces erythreus, sendo que a
eritromicina € a substiincia base e a claritromicina e a azitromicina sdo derivados semi-

sintéticos recentes (CHAMBERS & SANDE, 1996).

Os macrolideos sdo um grupo de antibiéticos que apresentam em comum na sua
estrutura quimica um anel lactdnico de 15 atomos. Este grupo inclui a eritromicina e outras
drogas relacionadas quimicamente com a eritromicina como a claritromicina e
roxitromicina (ANDRADE, 2000). A azitromicina difere dessas drogas pela insergfo de
apenas um atomo de nitrogénio no anel lactdnico de 15 atomos, o que parece conferir a essa
droga mudangas em algumas caracteristicas farmacocinéticas como uma mela-vida
plasmatica biologica bastante prolongada nos tecidos e um maior espectro de acfo
(CHAMBERS & SANDE, 1996; ANDRADE, 2000).

S#o agentes bacteriostdticos que inibem a sintese protéica através de ligagdo
reversivel com as subunidades ribossomicas 50S de microrganismos sensiveis (BRISSON-
NOEL er al, 1988). Geralmente em infecgdes odontoldgicas baixas doses sfo
bacteriostdticas e altas doses sfio bactericidas (NISENGARD & NEWMAN, 1994).

Apresentam uma concentracio sangiiinea de 1 pg/ml para a eritromicina na dose de 500mg
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de 6 em 6 horas, e para azitromicina a concentragdo de 0,4 pg/ml. apoés uma dose tnica
didria de 500mg.

Apresentam uma baixa toxicidade, porém a ictericia colestatica, sinal de
toxicidade hepética, pode se manifestar durante o tratamento com a eritromicina (MILES,
1984; CHAMBERS & SANDE, 1996; ANDRADE, 2000).

A eritromicina difunde-se rapidamente através do organismo sendo concentrada
no figado e excretada na bile, urina e fezes. Embora os rins removam a eritromicina do
corpo, mecanismos ndo-renais sfo mais importantes (NISENGARD & NEWMAN, 1994).
Apresenta espectro de aclio similar ao das penicilinas G e V, com ago contra a maioria dos
cocos Gram-positives e a maioria das bactérias anaerdbias orais (MOENNING er af., 1989,
SANDS ef al., 1995). Porém, muitas bactérias anaerdbias e aertbias tém desenvolvido
resisténcia a essa drogé (BAKER et al., 1985; CULLMANN er al., 1993; BAKER &
FOTOS, 1994; CHAMBERS & SANDE, 1996). A maioria das bactérias Gram-negativas
apresenta resisténcia intrinseca a eritromicina devido & sua incapacidade de penetrar no
complexo membrana externa e parede celular. A resisténcia adquirida pode ser mediada por
plasmideos que codificam uma alteragio no sitio de ligagdio na subunidade 50S ou por

enzimas que inativam a eritromicina (WALKER, 1992).

BAKER et al. (1985) investigando a suscetibilidade de bactérias anaerdbias da
cavidade oral humana contra diversos antibidticos, isolaram 139 amostras bacterianas
anaerdbias estritas e facultativas. Observaram que todos os grupos bacterianos estudados
apresentaram espécies resistentes a eritromicina, compreendendo espécies de
Actinobacillus  actinomycetemcomitans, “Bacteroides oralis”, Campyiobacter spp.,

Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum e Veillonella parvula.

Em 1978, HUNT e al., relataram que aproximadamente 50% das espécies de

Streptococcus e Staphylococcus 1soladas de infecgSes orais foram resistentes a eritromicina.
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PETERS ef al. (1992) relataram que embora a azitromicina possa apresentar
menor atividade do que a eritromicina in vifro contra os microrganismos Gram-positivos,
clinicamente, as concentra¢des da azitromicina nos tecidos sdo superiores ao da
eritromicina. Apos administragdio oral, as concentragbes sangiiineas da azitromicina so
menores que a eritromicina, porém isso reflete a rapida movimentagfio da droga, da
circulagdo para os compartimentos intracelulares, resultando em maior concentragio
tissular do que comumente vista com a eritromicina. Entretanto, a desvantagem potencial
da baixa concentragdo sangiliinea da azitromicina estd relacionada a bacteremia que pode
ocorrer em pacientes que estio comprometidos severamente. Contudo, os autores

afirmaram que a concentragio tissular é mais importante que a sérica para o tratamento de

infeccdes.

CULLMANN et al. (1993) avaliando a suscetibilidade antimicrobiana de
bactérias anaerobias, relataram que a eritromicina ndo foi eficaz contra Bacteroides spp. ¢
Fusobacterium spp.. Os autores observaram que até mesmo algumas espécies Gram-
positivas  apresentaram  resisténcia, entre elas  Pepfostreptococccus  Spp. e

Propionibacterium spp..

Segundo FASS (1993) a azitromicina apresenta-se mais ativa contra espécies
Gram-negativas, como Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Pasteurella
multocida e Fusobacterium spp. e menos ativa contra Strepiococcus spp. e Enterococcus
spp. As drogas azitromicina, eritromicina e claritromicina obtiveram equivalente atividade
contra Staphylococcus spp. € Gram-positivos anaerdbios. Nenhuma das trés drogas foram
particularmente ativas contra membros da familia Enterobacteriaceae ou bacilos Gram-
negativos ndo-fermentativos, embora a concentragdo de 4ug/ml de azitromicina inibiu
algumas espécies, o que presumivelmente deve-se a uma melhor penetragdo da droga
através da membrana externa e parede celular. Ainda, o autor verificou que embora a
atividade antibacteriana dessas drogas possa variar de microrganismo para microrganismo,
como regra geral, os microrganismos que foram relativamente sensiveis a um antibidtico,

foram também relativamente sensiveis aos demais, assim como, microrganismos resistentes
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a um antibidtico, também apresentaram resisténcia-cruzada aos outros, com excegdo do

Fusobacterium que se mostrou sensivel somente a azitromicina.

Devide ao aparecimento cada vez maior de espécies resistentes a eritromicina,
provavelmente esta serd substituida pelos novos compostos do grupo (claritromicina,
azitromicina), apesar do custo destes antibioticos ser mais elevado. Porém, até o0 momento
nfio existe um nimero suficiente de trabalhos na drea odontolégica, que permita avaliar a

relagfo risco/beneficio destes antimicrobianos no tratamento das infecgdes odontogénicas
(ANDRADE, 2000).

Classicamente, a eritromicina tem-se constituido em alternativa para a
benzilpenicilina e a penicilina V, em pacientes alérgicos. No entanto, a freqiiéncia de
falhas terapéuticas estd sendo relativamente alta. Assim, nos Gltimos anos, a eritromicina
tem sido substituida pela claritromicina ou pela azitromicina no tratamento de infecgdes
leves ¢ moderadas. Uma vez que, a azitromicina parece apresentar um espectro de a¢dio um

pouco mais amplo que a eritromicina em relagio as bactérias Gram-negativas (ANDRADE,
2000).

e) Lincosaminas

Deste grupo, a clindamicina € a tinica que apresenta indica¢io em odontologia,
sendo derivada quimicamente da lincomicina (droga padrio do grupo). Ela é um dos
antibidticos mais eficazes contra infecgdes odontogénicas graves (MOENNING er al.,
1989; BAKER & FOTOS, 1994; GRAD, 1997; ANDRADE, 2000).

A clindamicina ¢ muito bem absorvida por via oral e atravessa facilmente as
barreiras teciduais, apresentando a propriedade de penetrar no interior dos macréfagos ¢
leucéceitos polimorfonucleares, 0 que explica a alta concentragfo desta droga em abscessos.

E biotransformada pelo figado e excretada na bile (CHAMBERS & SANDE, 1996;
ANDRADE, 2000).
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O mecanismo de agfio da clindamicina é similar aquele apresentado pelos
macrolideos, inibindo a sintese protéica bacteriana, através da ligagio aos ribossomos 50S.
Age de forma bacteriostatica, mas, em altas doses, pode ser bactericida (MOENNING et
al., 1989; WALKER, 1992; RASMUSSEN et al., 1993; CHAMBERS & SANDE, 1996;
ANDRADE, 2000). Apresenta uma concentragiio sangiiinea de 5 ug/mL para a dose de
300mg de 8 em 8 horas.

Devido a sua capacidade de penetrar no osso, a clindamicina ¢é particularmente
util no tratamento da osteomielite. E a droga de escolha para infecgdes graves causadas por

microrganismos anaerébios e para pacientes alérgicos a penicilina (KURIYAMA e al,
2000).

O mais severo efeito colateral é a colite pseudomembranosa, que ocorre por
desequilibrio da microbiota intestinal e proliferaco de Clostridium difficile (MILES, 1984;
BAKER & FOTOS, 1994). Muitos antibioticos t8m sido associados a colite
pseudomembranosa (incluindo penicilina, ampicilina, cefalosporinas, tetraciclina,
cloranfenicol, e estreptomicina) mas a incidéncia parece ser mais alta com a clindamicina
(PALLASCH, 1979; BAKFER & FOTOS, 1994).

Essa droga ¢ ativa contra a maioria das bactérias Gram-positivas, entre espécies
anaerdbias estritas e facultativas, inclusive o Staphylococcus aureus e outras espécies
produtoras de [B-lactamase. A clindamicina ¢ também ativa particularmente contra quase
todos os anaerébios Gram-negativos, incluindo o Bacteroides fragilis (MOENNING et al.,
1989, WALKER, 1992; SANDS et al., 1995; ANDRADE, 2000). Porém, as bactérias
Gram-negativas aerdbias ndo sdo sensiveis a clindamicina (WALKER, 1992; CHAMBERS
& SANDE, 1996).

GILL & PALLASCH (1981) afirmam que devido ao uso da clindamicina estar

associado a efeitos adversos sérios, como a colite pseudomembranosa, esta deve ser

reservada para as infecgdes odontogénicas graves, com microrganismos anaerébios e nos
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casos onde o tratamento nfio respondeu adequadamente aos antibidticos de primeira
escolha, normalmente as penicilinas (WALKER, 1992; ANDRADE, 2000). Segundo
MOENNING et al. (1989) e BAKER & FOTOS (1994) a clindamicina continua sendo
uma droga efetiva contra a maioria dos microrganismos envolvidos nas infecgdes
odontogénicas por ter o seu uso limitado. Contudo, WEXLER et al. (1991) avaliando in
vitro a atividade da clindamicina, entre outros antibidticos, contra bactérias anaerdbias,
encontraram espécies de Bacteroides, Clostridium e Peptostreptococcus resistentes.
Enquanto que, APPELBAUM ef al. (1992) investigando a suscetibilidade de 540 bacilos
Gram-negativos anaerdbios, observaram que a clindamicina foi ativa contra 90% das
espécies testadas. Autores como RASMUSSEN er al. (1993) ¢ FORBES er al. (1998)
afirmam que existern 3 mecanismos de resisténcia bacteriana para a clindamicina: 1) a
inativa¢do da droga, 2) diminui¢fio da absor¢fo da droga que pode ser auxiliado por um
sistema de refluxo que certas bactérias apresentam, onde estas devolvem o antibidtico para
fora da célula diminuindo a concentragio intracelular da droga e impedindo seu efeito, € 3)
a alteragio genética no sitio da ligagfio da subunidade 50S dos ribossomos, fazendo com

que a clindamicina nfio se ligue a eles nfo inibindo assim, a sintese protéica bacteriana.

KURIYAMA et al. (2000) observaram que a clindamicina é um potente agente
contra microrganismos anaerbios estritos, particularmente Prevotella pigmentadas € nfo
pigmentadas. Recomendam o uso no tratamento de infecgdes orofacials severas ou em

€asos Nos quais a terapia com penicilina tenha falhado.

f) Metronidazol

O metronidazol é um composto derivado do grupo nitroimidazélicos. Foi
introduzido em 1959, indicado exclusivamente no tratamento das vaginites provocadas por
Trichomonas vaginalis e, alguns anos depois, como terapia de outras infecgfes parasitanias
como amebiase ¢ giardiase (ANDRADE,2000).
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A atividade do metronidazol contra bactérias anaerdbias era totalmente
desconhecida até que SHINN (1962) relatou o caso de uma paciente que fazendo uso deste
medicamento no tratamento de tricomoniase vaginal acusou o alivio dos sintomas de uma
gengivite ulcerativa necrosante, da qual também era portadora. Em 1964, DAVIES er al.,
demonstraram que o metronidazol possuia agdo contra os espiroquetas envolvidas na
doenga periodontal. Seguiram-se varios experimentos mostrando o efeito desta droga sobre
os microrganismos anaerobios, especialmente os Gram-negativos (MOENNING et dl.,
1989).

O metronidazol ¢ metabolizado no figado e excretado por via renal. Seu

mecanismo de ago € agir sobre 0 grupamento nitro, que por sua vez interrompe a sintese

bacteriana (NISENGARD & NEWMAN, 1994; ANDRADE, 2000) .

Tem acgfo bactericida sendo muito efetivo contra anaer6bios orais, mas pouca ou
nenhuma atividade contra aerébios Gram-positvos orais incluindo Streprococcus. Pode ser
usado em combinagfo com a penicilina V, amoxicilina e ainda com macrolideos (GILL &
SCULLY, 1988; MOENNING er al., 1989; BAKER & FOTOS, 1994; ANDRADE, 2060).

Apresenta uma concentrag¢fo sangiiinea de 12 pg/mL para a dose de 500mg de 8 em 8§

horas.

BAKER et al. {1985) isolaram 139 amostras bacterianas anaerdbias da cavidade
oral humana e observaram que o metronidazol foi ativo contra 4. actinomycetemcontitans,

todos os 5 grupos de Bacteroides testados e espécies de Capnocytophaga.

Os efeitos colaterais dessa droga, de acordo com os regimes empregados na
odontologia, sfo raros incluindo a sensacfo de gosto metalico, boca seca, lingua enrugada,
anorexia e distirbios gastrintestinais, como nausea e eventualmente vémitos, que podem
ser minimizados se a medicagfo for administrada com alimentos (SLOTS & RAMS, 1990;
GREENSTEIN, 1993).
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BRAZIER et al. (1992) e PALMER ef al. (1994) observaram que a incompleta
anaerobiose nos testes de suscetibilidade com o metronidazol pode levar a um resultado
falso resistente para microrganismos anaerobios. Enquanto que, POULET er al. (1999a)
avaliaram a suscetibilidade de microrganismos anaerébios contra metronidazol e
observaram a excelente atividade desta droga contra P. intermedia, P. gingivalis e
Fusobacterium spp.. Também POULET er al. (1999b) determinaram a suscetibilidade
antimicrobiana de 13 espécies de Prevotella intermedia ao metronidazol através do E-test.
Apesar do pequeno ndinero de espécies avaliadas, foi demonstrada uma étima atividade do

metronidazol contra P. intermedia, sendo que as espécies foram 100% suscetiveis a este

medicamento.

No estudo de ROCHE & YOSHIMORI (1997) investigando 20 abscessos
periapicais, encontraram 148 microrganismos que foram testados contra metronidazol
sozinho ou combinado com espiramicina. Observaram que o metronidazol mostrou boa
atividade antimicrobiana contra espécies de Prevotella, Eubacterium, Peplostreptococcus,

Bacteroides e Porphyromonas. Todos os aerébios estudados foram resistentes ao

metromdazol.

ROTIMI et al. (1999) através do relato de 3 casos clinicos observaram uma alta
resisténcia de espécies de Bacteroides em relagdo ao metronidazol, embora estes casos
sejam de clinica médica e ndo odontologica. No entanto, avaliando a suscetibilidade de
bactérias anaerobias Gram-negativas isoladas de infecedes odontogénicas KURIYAMA e
al. (2001), observaram que a clindamicina e 0 metronidazol foram potencialmente ativos
contra as bactérias testadas entre elas Prevotella spp., Porphyromonas spp. €
Fusobacterium spp. Os autores recomendam na odontologia o uso da clindamicina e do

metronidazol para pacientes onde o regime de antibidticos f-lactdmicos tenha falhado.
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2.2.2. A escolha do agente antimicrobiano

Sabe-se que os antibidticos nfo promovem o reparo do processo infeccioso, mas
permitemn controlar a infecgdio até que 0s mecanismos de defesa do hospedeiro, inicialmente
surpreendidos pelos microrganismos, consigam eventualmente debelar a infecgdo. Contudo,
existem indicacbes para o uso dos antibidticos, como em casos de abscessos periapicais
agudos com envolvimento sistémico, disseminago do abscesso com ocorréncia de
tumefacfio difusa, sintomatologia e/ou exsudacio persistente, abscessos periapicais agudos
em pacientes de risco e como uso profilatico a endocardite bacteriana (ABBOTT ef al.,

1990; GRAD, 1997).

Quanto as infeccBes cronicas, geralmente nfio requerem antibioticoterapia,
exceto durante uma exacerbago aguda bacteriana (ABBOTT er al., 1990). Segundo os
mesmos autores lesdes periapicais cronicas estfo associadas a dentes com polpas necrdticas
ou despolpados, ou seja, aqueles que nio apresentam suprimento sangiiineo. Afirmam que
a concentracdo de antibidtico que alcanga o local de infeccfio - o canal radicular - ¢é
insuficiente para inibir o crescimento bacteriano, quando a administragiio € por via
sistémica. Contudo, em pacientes com risco de desenvolvimento de endocardite bacteriana,
os antibidticos se tornam um importante agente profildtico para a realizagfio do tratamento

endoddntico (ABBOTT ef al., 1990; GRAD, 1997).

As infecgdes odontogénicas sfo usualmente autolimitantes, porém complicagBes
sérias podem ocorrer (HEIMDAHL & NORD, 1985). O sucesso da cura da infecgdo
depende predominantemente da integridade dos mecanismos de defesa do hospedeiro e, se
for necessérié', da drenagem e debridamento dos tecidos infectados. A fonte de infeccéo

deve ser removida ou outras terapias poderdo falhar.

A eficacia de um tratamento com quaisquer antimicrobianos depende da correta
identificaco do(s) microrganismo(s) infectante(s) ¢ da escolha da droga mais eficaz.

Porém, somente com o uso dos antimicrobianos nfo se consegue erradicar uma infecgio,



mas pode-se obter a reducfio do numero de microrganismos viaveis, quer inibindo a
prolifera¢do microbiana (efeito bacteriostatico), quer provocando a morte dos mesmos

(efeito bactericida) (MONTGOMERY, 1991).

Deve-se levar em conta a razfo risco-beneficio da terapia antibidtica (toxicidade
X eficicia) considerando-a individualmente para cada paciente. O uso indevido de
antimicrobianos para infeccOes menores e doengas ndo-bacterianas, submete o paciente a
toxicidade da droga e possibilidade de superinfec¢io, constituindo um risco para satde,
devido a alteracfio do ecossistema, favorecendo a sele¢do de bactérias resistentes aos

agentes antimicrobianos (GROPPO, 1996).

Um dos fatores a ser considerado para a escolha de um antimicrobiano ¢ a
capacidade de acfio da droga. Agentes bactericidas normalmente n#o necessitam de
manutengdo constante nos niveis sangiiineos, sendo que a concentrag@o bactericida minima
causa lise em bactérias sensiveis. Por isso, a dose adequada pode ser dividida em intervalos
regulares durante o dia (KARLOWSKY er al., 1993). Os agentes bacteriostaticos, de uma
forma geral, levam mais tempo para serem eficazes e dependem da manutengo constante
nos niveis sangiliineos, acima das concentra¢des inibitérias minimas. A dose apropriada
deve ser dividida em doses regulares durante as 24 horas do dia e, caso a administragdo seja
interrompida, a concentragio sangiiinea decresceri possibilitando a sobrevivéncia ¢
multiplica¢fio dos microrganismos, causando a recorréncia da infec¢fo e o aparecimento de
espécies resistentes a droga. Isto ocorre, principalmente, quando a duragiio do tratamento €
inadequada ou quando sdo obtidas concentragBes sub-inibitérias (LEWIS et «l., 1986b;
KARLOWSKY et al., 1993).

Acredita-se que aumentando as concentragdes de um antimicrobiano acima da
concentragio inibitoria minima (CIM), o resultado sera um aumento concomitante da taxa
bactericida. Porém, vérios autores tém demonstrado que a taxa de mortalidade bacteriana
frente a antimicrobianos B-lactimicos é saturdvel com respeito 4 concentracdio; a taxa de

mortalidade méaxima, in vifro, ¢ tida como sendo 4 a 8 vezes aquela da concentragfio
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bactericida minima (CBM) (GARRET, 1978; VOGELMAIN & CRAIG, 1986;
BRICELAND er al., 1987; NAVASHIN ef al., 1989). Altas concentragdes da droga niio
aumentam a taxa de mortalidade e podem ser prejudiciais (GROPPO, 1996).

Para a escolha de um agente antimicrobiano um outro fator € seu espectro de
a¢do. De um modo geral podem ser divididos em antimicrobianos de pequeno espectro
(eficazes contra Gram-positivos ou negativos, mas nio genericamente contra ambos) €
amplo espectro (eficazes contra Gram-positivos ou negativos e também contra outros

microrganismos) (MONTGOMERY, 1991).

Como a identidade do(s) microrganismo(s) patogenos ndo € imediatamente
conhecida, as drogas com amplo espectro parecem apresentar uma vantagem no tratamento
economizando um tempo valioso. A desvantagem ¢ que uma grande parte da microbiota
normal do hospedeiro € destruida pela acfo da droga de amplo espectro. A microbiota
normal compete por este tipo de droga e reprime o crescimento de patogenos ou de outros
microrganismos. Se determinados organismos da microbiota normal nfo sdo destruidos
pelo antibidtico, mas seus competidores © sfio, os sobreviventes podem aumentar suas
populagdes e tornarem-se patdgenos oportunistas, como exemplo as superinfecgdes por
Candida albicans, o qual ndo é sensivel aos antibidticos bacterianos {TORTORA et al.,
2000).

A escolha adequada e criteriosa dos agentes antimicrobianos ¢ um procedimento
que requer discermimento clinico e conhecimento detalhado dos fatores farmacologicos ¢
microbiologicos. Hoje em dia a decisfo sobre o uso do antibidtico a ser indicado ¢ ainda de
forma empirica, muitas vezes sem considerar o possivel microrganismo infectante. Os
antibioticos s#o utilizados de duas formas gerais — como terapia empirica ou como terapia
definitiva. Quando utilizado como terapia empirica, o antimicrobiano, deve oferecer
“cobertura” contra todos os patégenos provaveis, visto que os microrganismos infectantes
ainda nfio foram definidos. Com freqliéncia utiliza-se a terapia de combinag¢fio ou a

monoterapia com agente de amplo espectro. Todavia, uma vez identificado o©
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microrganismo infectante, deve-se instituir a terapia antimicrobiana definitiva — com
esquema de baixa toxicidade e espectro estreito para completar o tratamento. Quando um
agente antimicrobiano esta indicado, o objetivo é escolher um farmaco seletivamente ativo
contra 0s microrganismos infectantes mais provaveis, que tenha menor potencial de

produzir toxicidade ou reagbes alérgicas no individuo que esta sendo tratado (CHAMBERS
& SANDE, 1996).

Portanto, a escolha do antibidtico a ser prescrito deve ser baseada em fatores
como dados laboratoriais, saide do paciente, idade, sintomas de alergia, absorgio,
capacidade de distribui¢iio da droga e nivel do plasma sangiiineo e de preferéncia sem
provocar efeitos toxicos no paciente. Dados em relagdo a microbiota e suscetibilidade
antimicrobiana sfo informagdes cruciais para o clinico (KURIYAMA et al., 2000).
Contudo, os resultados dos exames microbioldgicos e dos testes de suscetibilidade
demoram dias para serem obtidos, sendo que, diante da necessidade de se prescrever um
antibidtico imediatamente, a escolha deve ser baseada no conhecimento atualizado da

microbiologia endodontica (ABBOTT ez ¢f., 1990).

Como os padrdes de suscetibilidade das bactérias aos antibidticos de rotina estfo
sempre mudando devido ao surgimento de bactérias resistentes, ¢ importante que se faga o
monitoramento desse padrfio através dos testes de suscetibilidade antimicrobiana,

permitindo o desenvolvimento de métodos de agio para um tratamento mais eficaz
(ROSENBLATT & BROOK, 1993).

2.2.3. Testes de suscetibilidade antimicrobiana

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana sfo usados para determinar a
concentracio de um antibidtico necessdria para inibir o crescimento do microrganismo in
vitro. A menor concentracio da droga capaz de inibir o microrganismo ¢ denominada de
concentragdo inibitéria minima (CIM) (WALKER, 1992), geralmente quantificada em

mg/mi, sendo estes resultados quantitativos. De acordo com os critérios estabelecidos pelo

58



National Commitee for Clinical Laboratory Standards ~ NCCLS, a CIM pode ser
classificada em trés categorias de sensibilidade, sendo determinada especificamente para
um microrganismo: como suscetivel, quando certo microrganismo ¢ inibido pela
concentragio atingida, de um agente antimicrobiano, no sangue ou tecidos do paciente
medicado; suscetibilidade intermedidria, quando a concentragio inibitéria, € similar ou
ligeiramente maior, do que aquela normalmente obtida; resistente, quando a concentragfio
do agente antimicrobiano necessario para inibi¢io de um microrganismo, ¢ maior que a’
alcangada no sangue e tecidos. Esses critérios de interpretac@io sdo resultados de estudos

que relacionam a CIM com o nivel sérico atingido para cada agente antimicrobiano
(FORBES ef al., 1998).

A fungfio mais importante dos testes de suscetibilidade é a de permitir detectar
resisténcia antimicrobiana de relevéncia clinica por parte de microrganismos causadores de
processos infecciosos (AMATO-NETO et al., 2000). Com o aparecimento de bactérias

resistentes aos antibidticos, ¢ interesse em testes de suscetibilidade antimicrobiana

aumentou.

Segundo TOMASZ (1994) a medicaco antibiotica empirica ¢ a grande causa da
resisténeia bacteriana. Portanto, o uso indiscriminado da antibioticoterapia pelos cirurgides-

dentistas, deve ser desencorajado.

WALTON & CHIAPPINELLI {1993) condenaram a pratica comum de muitos
dentistas de prescreverem antibiticos aos pacientes apds procedimentos endoddnticos,

alegando que nfo ha evidéncia de que o antibidtico reduza a dor ou acelere o processo de

curd.

HARRISON (1999) alerta para o problema do surgimento de infecgfes
resistentes aos antibioticos atualmente disponiveis. Assim muitas bactérias, clinicamente
importantes, sfic capazes de mostrar-s¢ resistentes a certos agentes antimicrobianos

freqiientemente utilizados na presenca de infeccdes. Portanto, torna-se necessario, em
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determinadas situagbes, a realizacfo de testes laboratoriais para detectar a suscetibilidade
antimicrobiana ou resisténeia desses microrganismos (FINEGOLD et al, 1988;

CULLMAN et al., 1993; ROSEMBLATT & BROOK, 1993; VAN STEENBFERG ef dl.,
1993).

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana, além de serem realizados através da
obtengio da concentragdo inibitéria minima (CIM), também s3io obtidos por meio da
concentracfo bactericida minima (CBM) de um antibidtico, que ¢ aquela necesséria para
obter a morte da célula bacteriana. Os microrganismos s3o colocados em um mesmo meio
in vitro, para verificar a viabilidade da bactéria, na presenga de um medicamento especifico
em uma determinada concentracdo (FORBES er al, 1998). Trata-se de uma prova

importante principalmente em algumas situa¢des clinicas, pois fornece subsidios para a

verificagdo da dose terapéutica adequada.

Os métodos utilizados sfo: testes de suscetibilidade convencionais como
diluicio em caldo (BARNARD er al., 1996), diluicdo em agar (BAKER ef al., 1985;
YAMAMOTO ef ai., 1989; ABU-FANAS er al., 1991), método de difusdo com discos em
agar (ZELDOW et al., 1962), testes de suscetibilidade comerciais, que sio variagbes dos
métodos convencionais de diluicio (CULLMAN er al., 1993) e difusdio (CITRON et al,,
1991; NGUI-YEN er al., 1992; OLSSON-LUEQUEST, 1992; BROWN, 1992;
BOLMSTROM, 1993; CONTI et al., 1999; LE GOFF ef al., 1997; VIGIL et al., 1997).

A National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) indica a
utilizacdio dos testes de suscetibilidade antimicrobiana nas seguintes situagdes:
determinacdo do padrio de suscetibilidade dos microrganismos a novos agentes
antimicrobianos; monitoramento periédico dos padrdes de suscetibilidade de bactérias
dentro de uma area geografica ou centro de satde; auxilio ao tratamento de pacientes em
casos de fracassos de terapéutica ou infecges persistentes, em casos da presenca de uma

espécie resistente acs agentes antimicrobianos comumente utilizados, na auséncia de
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terapéutica comprovada para uma infecgfo especifica e da severidade da infecgdo
(FINEGOLD et al., 1988).

Contudo, os testes de suscetibilidade antimicrobiana apresentam limitagGes, pois
a CIM no plasma, nfo reflete a concentragio do antibidtico no sitio de infecgéio
(CHAMBERS & SANDE, 1996).

2.2.4. Métodos para avaliacdo dos testes de suscetibilidade antimicrobiana

Diversos métodos existem, desde os convencionais até os mais modernos, para a

realizacdo dos testes de suscetibilidade in vitro.

O método da difusio do disco possibilita a avaliago qualitativa da sensibilidade
aos antimicrobianos, permitindo a classificagfo dos microrganismos testados em sensiveis,
intermedidrios ou resistentes, e foi descrito primeiramente por BAUER et al., 1966.
Consiste em discos comerciais de papel de filtro impregnados com quantidades especificas
dos diversos antimicrobianos que sfo aplicados sobre a superficie de uma placa de agar
previamente semeada com o indculo padronizado do microrganismo a ser testado. O
antimicrobiano contido nos discos difunde-se no meto de cultura, de modo que sua
concentracdo diminui na medida em que se distancia do disco, formando-se , assim, uma
espécie de gradiente de concentragio do antimicrobiano ao redor de cada disco.
Simultaneamente com a difusfio do medicamento, o microrganismo inoculado na superficie
desse meio de cultura, cujo crescimento nfo € inibido, continua a muitiplicar-se, de modo
que seu crescimento se torna visivel. Nas areas onde a concentracfio do antimicrobiano €
inibitéria, nfio ocorre crescimento do microrganismo, formando-se entdo, zona de inibicdo
ao redor dos discos (AMATO-NETO er al., 2000). Este método nio apresenta a capacidade
de determinar a CIM, impossibilitando conhecimentos mais precisos quanto ao grau de
resisténcia ou suscetibilidade do microrganismo, sendo wuma de suas principais

desvantagens. Também nfo ¢ um método aceitivel para o teste de microrganismos de
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crescimento lento (FINEGOLD ef ai., 1988; ROSENBLATT & BROOK, 1993; WEXLER,
1993).

Quanto aos métodos de diluigdo, estes sfo empregados para determinar a menor
concentragdo do antimicrobiano necessdria para inibir o crescimento de determinado
microrganismo ou destrui-lo CIM e CBM, (respectivamente). Os testes de diluigfio podem
ser realizados tanto em meio solido como em meio liquido. Os antimicrobianos sdo testados
em dilui¢des seriadas e a menor concentracio que inibe o crescimento visivel do

microrganismo testado € relatada como sendo a CIM (AMATO-NETO et al., 2000).

O método de dilui¢do em meio lquido também conhecido como microdiluigdo
ou macrodilui¢iio, consiste em colocar 0 microrganismo ¢ o antimicrobiano em meio
liquido. Cada agente antimicrobiano é testado usando uma série de concentragdes pg da
droga/ mL do caldo determinando a CIM. O exame de crescimento € determinado por meio
da analise de turbidez do meio de cultura (FORBES er al., 1998). Investigadores como
FINEGOLD ef al. (1988), ROSENBLATT & BROOK (1993), WEXLER (1993}, FORBES
et al. (1998) afirmam que uma das limitacdes deste método é a incapacidade de fornecer
resultados acurados para microrganismos de crescimento lento, pois periodos de incubagéo
prolongados acima de 24 horas, podem levar a deteriorizag@o do antimicrobiano e resultar

em um falso resultado de resisténcia.

J& o teste de diluigBo em meio solido baseia-se no preparo de placas contendo
meios 4 base de agar com diferentes concentragdes de um determinado antimicrobiano,
onde posteriormente serfio inoculados 0s microrganismos, Apds a incubacfio as placas sdo
examinadas quanto ao crescimento do microrganismo obtendo a CIM do antimicrobiano
(FINEGOLD ef dl., 1988; ROSENBLATT & BROOK, 1993; WEXLER, 1993; FORBES
et al., 1998).
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a) Epsilometer test (E-fes?) (AB BIODISK, Solna-Suécia)

Consiste de metodologia de simples execugfio que nfo necessita de equipamento
especial, sendo de grande valia em laboratdérios que ndo dispdem de sistemas
automatizados, assim como para as situagdes em que se requer avaliagiio mais precisa da

resisténcia a determinados antimicrobianos.

O E-test ¢ um método simples de realizar e facil de interpretar, utilizado para
testes de suscetibilidade antimicrobiana (CITRON er al., 1991; NGUI-YEN er al., 1992;
OLSSON-LUEQUEST, 1992; BROWN, 1992; BOLMSTROM, 1993; VIGIL ef al., 1997).
E um teste de suscetibilidade comercial e representa uma variagio do método de difusio em
agar. Foi desenvolvido combinando, a conveniéncia e praticidade do método com disco,
com a capacidade de determinar a concentragfio inibitéria minima (CIM) (BOLMSTROM,
1993). Este sistema compreende um gradiente exponencial pré-determinado do
quimioterapico a ser testado, para definir a concentragfo inibitdria minima (CIM) em
pg/ml de antibidticos individuais contra bactérias (VIGIL, et al. 1997, CONTI er al.,
1999). Constitui-se de uma fita plastica de 50 mm de comprimento ¢ 5 mm de largura,
contendo em um lado um gradiente de concentragfio de antibidtico, e do outro, uma escala
numérica que indica a concentragio do medicamento, propiciando a difusdo de um
gradiente de antibiético. E interpretado através da formagfio de uma zona eliptica de
inibicfo, sendo que o ponto de intersec¢fio da borda da zona de inibiglc com a escala
minima. A fita de E-fest detecta uma CIM que pode variar de 0,016 a 256 pg/mlL., somando
o total de 29 diferentes concentragBes, que sdo agrupadas de duas em duas, representando
15 niveis de diluigio (BOLMSTROM, 1993). As fitas de E-test devem ser armazenadas a -

20°C com silica gel, que deve estar com a coloragfio azul, sendo colocadas individualmente

em tubos.

Em 1992, BROWN comparou os resultados das CIMs obtidas através do

método do E-test e da diluiglo em agar, utilizando vérias espécies bacterianas isoladas



clinicamente, em sua maioria anaerdbias facultativas. Apresentou uma concordincia de
87,9% (= 1 grau de diluigfio). Concluiu que o método do E-fest apresentou boa correlacio
com o método de dilui¢do em Agar para a determinaco das CIMs. Relatou que o método do
E-test apresenta versatilidade e facilidade de uso, caracteristicas desejaveis para a rotina de

um laboratério de microbiologia clinica.

OLSSON-LILJEQUIST (1992) utilizando as espécies FEscherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphyiococcus aureus, Enterococcus faecalis ¢ Haemophylus
influenzae, comparou CIMs obtidas através do E-fest com o método de dilui¢io em 4gar de
diversos antibidticos em grupos controles recomendados (dmerican Type Culture
Collection — ATCC) e em grupos com CIMs ja estabelecidas. Os resultados demonstraram
excelente concordancia entre as CIMs obtidas pelos dois métodos, com diferenca nio

superior a = 1 grau de dilui¢io. Afirmou, que o E-fest ¢ um simples e rapido instrumento

para este tipo de avaliacgo.

NGUI-YEN et al. (1992) avaliaram a exatiddo e a reprodutibilidade do E-resy,
comparando-o a0 método da microdiluicdo. Utilizaram 208 espécies bacterianas, incluindo
os géneros Streptococcus, Enterococcus e Staphylococcus, obtiveram resultados
semelhantes para os dois métodos comparados. Relataram que o E-fest mostrou ser um
método confidvel quanto & capacidade de reproduzir os resultados, quando se repetiu o teste
por cinco dias sobre um grupo selecionado de bactérias, € os mesmos resultados foram
obtidos, dentro de um intervalo de = 1 diluigBio. Concluiram que o £-fest consiste em um
método simples, seguro e capaz de ser reproduzido para a determinagfo da CIM de

organismos Gram-positivos.

O método do FE-fest também tem indicacdes para testar a suscetibilidade de
bactérias anaerébias estritas (CITRON er af, 1991; NACHNANI er al, 1992
BOLMSTROM, 1993; CONTI er al., 1999). Devido ao crescimento lento de algumas

bactérias anaerObias estritas, os testes de suscetibilidade passam a ser mais desafiantes,
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quando comparados com bactérias aerobias e anaerobias facultativas (FINEGOLD er al.,
1988; ROSENBLATT & BROOK, 1993; WEXLER, 1993).

A resisténcia de bactérias anaerébias estritas a agentes antimicrobianos tem
aumentado, sendo necessarias, mais informag¢des sobre o antibidtico adequado contra
determinados microrganismos (WEXLER, 1993). Conseqiientemente, testes de
suscetibilidade antimicrobiana tém sido realizados com maior freqiiéncia, contudo, nfo ha
um método que possa ser utilizado com seguranga dos resultados, devido as dificuldades de
reprodutibilidade do teste e/ou a incapacidade de crescimento de certas bactérias anaerébias

estritas em determinados meios de cultura (FINEGOLD ef al., 1988; ROSENBLATT &
BROOK, 1993; WEXLER, 1993).

FINEGOLD ef al. (1988) em um trabalho de revisdo de literatura recomenda
que microrgamsmos que sdo reconhecidos como poténciais patégenos e/ou freqlientemente
resistentes, como Bacteroides fragilis, “Bacteroides produtores de pigmento negro”,
Bacteroides gracilis, determinados Fusobacterium spp. ¢ Clostridium spp. deveriam ser

considerados indicados para testes de suscetibilidade antimicrobiana.

Para testar a suscetibilidade de bactérias anaerdbias estritas, a NCCLS preconiza
os seguintes métodos padronizados: diluigdo em dgar e microdiluicdo em caldo
(FINEGOLD er al, 1988; ROSENBLATT & BROOK, 1993; WEXLER, 1993).
Entretanto, o método do E-fest tem sido avaliado e tem apresentado resultados positivos,
quando comparados com métodos padronizados da dilui¢io em agar (CITRON er al., 1991;
NACHANI er al., 1992; BOLMSTROM, 1993; CONTI et al., 1999). Contudo, LE GOFF
et al. (1997) com objetivo de verificar a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias
1soladas de polpas necréticas, utilizaram o E-test e observaram que no total de 66 bactérias
anaerdbias estritas testadas, apenas 38 apresentaram resultados confidveis apds a leitura no
tempo méximo citado pelos fabricantes (AB BIODISK, 20600) de 48 horas. Realizaram a
leitura dos testes apds 24 e 48 horas de incubagfo, sendo a segunda leitura idéntica a

dilui¢Bio mais préxima. Os autores afirmam que, embora os resultados encontrados fossem
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satisfatérios, a razdo entre o ndamero de espéeies testadas e de resultados obtidos era
insuficiente, confirmando que nenhum método é universalmente aplicavel para as bactérias
anaerdbias estritas. Explicaram ainda, que algumas bactérias necessitam de um periodo de
incubagdo superior a 48 horas, tempo durante o qual as moléculas de antibidticos poderiam

sofrer degradagéo, levando a mensuragfio incorreta do gradiente de concentragio.

BOLMSTROM (1993) relata que testes baseados em gradiente de concentragdo
de antibidtico, somente sdo confidveis, se este se manter estavel por um periodo superior ao
tempo critico para o crescimento dos microrganismos testados, sendo de 5-12 horas. Afirma
que o E-test, quando colocado sobre o agar, seu gradiente de concentragéio de antibiotico se
mantém estavel por no minimo 12 horas, cobrindo o tempo critico de inicio do crescimento

da maloria das bactérias anaerdbias estritas.

Quanto a validacdo do E-fest, diversos autores mostraram resultados favoraveis
com diferentes pareceres. CITRON er a/. (1991) quando compararam as concentragdes
inibitérias minimas determinadas pelos métodos do E-rest e a diluigdo em agar, utilizaram
105 espécies de bactérias anaerdbias dentre elas, Peptostreptococcus spp. € Fusobacterium
spp., isoladas clinicamente. Observaram que na maioria das combinages antibidtico-
microrganismo, a zona eliptica de leitura foi clara e o ponto de intersecgfio bem definido.
As CIMs foram interpretadas apos overnight ¢ 48 horas de incubag@o de 58 espécies. Os
dois métodos apresentaram correlagfio positiva em 87% (£ 1 diluigdo) e em 98% (£ 2
diluigbes) apds overnight e, 86% e 97% em 48 horas de incubacio, respectivamente, para o
E-test e dilui¢o em &gar. Os autores afirmaram que o E-fest constitui-se de um método
confidvel para teste de suscetibilidade, tanto de bactérias anaerdbias de crescimento rapido,

cujos resultados foram obtidos em overnight, quanto aquelas de crescimento mais lento.

NACHNANI er al. (1992) avaliaram a suscetibilidade antimicrobiana de 60
espécies de patdgenos periodontais (Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, Campylobacter rectus e

Capnocytophaga) pelo método do E-rest. Os antibidticos testados foram clindamicina,
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metronidazol, tetraciclina, ciprofloxacina, cefoxitina e ampicilina. O método de diluigdo em
dgar foi utilizado como controle. Para os anaerdbios estritos foram encontrados 100% de
sensibilidade aos antibiéticos. Para os microrganismos facultativos, a sensibilidade variou

de 97% a 100%, exceto contra o metronidazol, que teve 75% de sensibilidade.

WUST & HARDEGGER (1992) avaliaram a suscetibilidade de 146 isolados
clinicos anaerébios Gram-negativos ¢ Gram-positivos. Utilizaram os métodos E-test e
diluicdo em 4gar com os meios de cultura Wilkins-Chalgren e Brucella Agar suplementados
com sangue desfibrinado de carneiro adicionado de vitamina k e hemina realizando a
leitura com 20 e 44 horas de incubagfio. Observaram que a leitura dos resultados foi
considerada mais confidvel apos 44 horas de incubago. Recomendam o uso dos dois meios
de cultura testados no estudo para o desenvolvimento do método do E-fest. Nio foram

encontradas grandes discrepéncias entre os dois métodos.

COUROUX et al. (1993) compararam o E-fest e o método de diluigdo em agar
testando 92 espécies de bactérias anaerdbias Gram-negativas (Bacteroides spp. e
Porphyromonas spp.) contra os antibidticos clindamicina, cefoxitina, imipenem e
metronidazol. Os resultados dos dois testes foram equivalentes para todos os medicamentos
testados, sendo que, para o imipenem houve uma concordincia dos 2 métodos em 91,7%

dos testes. Para cefoxitina a relagfo entre os 2 métodos foi relativamente baixa (67%).

APPELBAUM er al. {(1994) compararam o E-fest com o método de diluicdo em
Agar quanto a suscetibilidade de 209 bastonetes Gram-negativos (117 espécies do grupo
Bacteroides fragilis, 24 Fusobacterium spp. e 68 outras espécies (principalmente espécies
de Prevotella)) contra diversos antibidticos dentre eles ampicilina, amoxicilina combinado
com acido clavuldnico e clindamicina. Os métodos mostraram-se com resultados similares

sendo o E-fest um método preciso e pratico para 0s microrganismos testados.

SCHIEVEN er al. (1995) investigando 92 espécies de anaerdbios Gram-

negativos € 58 de anaerdbios Gram-positivos compararam os métodos do E-fest e de
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diluicdo em dgar. Observaram que houve concordincia entre os tesultados dos dois
métodos, sendo que, em geral, foi maior para os anaerdbios Gram-positivos que para os
Gram-negativos. Afirmaram que com o E-fest, os testes de suscetibilidade de organismos

individuais ou antibidticos podem ser desenvolvidos sem desperdicio.

ROSENBLATT & GUSTAFSON (1995) compararam os resultados do teste de
suscetibilidade de 220 bactérias anaerdbias estritas contra 14 agentes antimicrobianos
usando 0 método do E-fest e dilui¢fio em agar. Os resultados do E-resf, mostraram-se apos
24 horas, legiveis ou interpretaveis para somente 64% dos anaerdbios isolados testados.
Contudo apds 48 horas, os resultados foram legiveis para 95% do total de isolados. Assim,

ap6és 48 horas, os autores afirmam que houve uma similaridade nos resultados dos dois

métodos.

SPANGLER et al. (1995) avaliaram a suscetibilidade de 201 anaerdbios estritos
contra erftromicina, azitromicina, claritromicina e roxitromicina, através dos métodos do E-
test junto com o método Oxyrase e 0 método da diluicho em é4gar. Claritromicina foi
levemente mais efetiva que os outros antimicrobianos e houve similaridade dos resultados

entre os dois métodos.

DUERDEN (1995) através do E-rest e o teste do disco testaram um total de 147
espécies de microrganismos anaerdbios, dentre elas 45 de Clostridium spp., 25 de
Peptostreptococcus spp., 10 de Propionibacterium spp. ¢ 67 bacilos Gram-negativos
anaerobios contra os antimicrobianos metronidazol, penicilina, amoxicilina + 4cido
clavulanico, cefoxitina, imipenem, eritromicina, clindamicina e tetraciclina. As espécies de
Propionibacterium e uma espécie de Bacteroides fragilis, 1 de Prevotella buccalis ¢ 1 de
Bacteroides ureolvticus foram resistentes ao metronidazo! (teste do disco). A maioria das
espécies foi suscetivel ao imipenem. Trés espécies de Clostridium, 2 de
Pepiostreptococcus, todas as espécies de Bacteroides, € um terco das espéeies de Prevotella

e Porphyromonas foram resistentes & penicilina, no entanto todas foram sensiveis &
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amoxicilina + 4cido clavulinico. As espécies de Fusobacterium foram sensiveis aos

agentes B-lactAmicos e a clindamicina, mas trés foram resistentes a eritromicina.

CONTI et al. (1999) testou a suscetibilidade antimicrobiana de 20 espécies de
Prevotella intermedia/nigrescens ¢ 19 de Porphyromonas gingivalis isoladas da bolsa
periodontal. O método utilizado foi o E-test obtendo as CIMs ap6s 48 horas. Concluiu que
o método € reproduzivel, pratico ¢ sensivel para determinar o padrio de suscetibilidade das

espécies bacterianas anaerdbias estritas testadas.

ROTIMI et al. (1999) avaliaram a suscetibilidade de Bacteroides spp. através
do método do E-fest, detectaram a presenga de espécies resistentes a diversos antibidticos.
Os autores ressaltaram que devido ao problema crescente da resisténcia bacteriana, os testes
de suscetibilidade de bactérias anaerébias tomam-se obrigatérios para a conduta terapéutica
de determinados pacientes, havendo necessidade de testes precisos, rdpidos e que suportem

o crescimento adequado da maioria das bactérias clinicamente importantes.

POULET et al. (1999b) avaliando a suscetibilidade da P. intermedia contra o
metronidazol observaram que o E-test € um método simples, rdpido e confidvel para
determinar a CIM do metronidazol para a P. intermedia. Porém, ¢ um método relativamente

de alto custo 0 que o impediria de ser utilizado como método de rotina.

SOUSA (2000) coletou amostras de 30 canais radiculares associados a
abscessos periapicais e avaliou a suscetibilidade antimicrobiana de 2 espécies mais
prevalentes nestes canais utilizando o E-fest. Os antibidticos testados foram:
benzilpenicilina, amoxilina, amoxilina/clavulanato de potdssio, metronidazol e
clindamicina. Peptostreptococcus prevotii e Fusobacterium necrophorum apresentaram-se

sensiveis a todos os antibidticos testados.
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b) Teste de B-lactamase

As B-lactamases podem ser definidas como enzimas modificadoras de
antibibticos. Basicamente so enzimas bacterianas que hidrolisam o anel B-lactdmico ou se
ligam ao anel das penicilinas e cefalosporinas inativando o antibi6tico, uma vez que o dcido
penicilindico (subproduto da degradagio) ndio tem qualquer atividade antimicrobiana. (FIG.
1.

Anel B-lactamico Anel §-lactdmico

0 : O :
[ VSN '/CHS . I o) o8N CH,
R—C~ NH CH CH G -_ Penicilinase ?%»««c NH CH CH C
SE I CH > : L NCHy
CWN"-WCH C@{}H H—
Rompimento da ligacio Ane} ﬁ-iaetamico hxdroiisado
Penicilina Acido penicilinéico

FIGURA 1- Enzima B-lactamase hidrolisando o anel B-lactdmico. R € uma abreviacdo para
0s grupos quimicos laterais gue diferenciam componentes similares ou
idénticos.

FONTE: TORTORA et al., 2000.

Pertencem a uma familia de enzimas que sdo o mecanismo quase gue exclusivo
de resisténcia dos estafilococos s penicilinas em um extremo, até serem componentes

celular de algumas bactérias entéricas. Qualquer

clinicamente insignificantes da parede
antibiético ou grupo de antibidticos B-lactdmicos pode ser inativado por essas enzimas.

Atualmente, o nimero destas enzimas é superior a 170 € o ritmo de crescimento deste
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nimero ndo mostra sinais de redugdo (MEDEIROS, 1997). Assim a especificidade da -
lactamase para um antibiético ¢ um importante determinante da eficicia com a qual a
enzima hidrolisa o antibidico. Quando uma mutagio pontual em um ou mais aminoacidos
ocorre em uma area estruturalmente critica da enzima, a especificidade da molécula pode
ficar alterada (BUSH, e al., 1995). Grupos de pesquisadores apbiam-se no conceito de que
a fungfio fisiologica das B-lactamases ¢é reestruturar o glicopeptideo durante o crescimento
da célula bacteriana (TUOMANEN et al., 1991). Esses pesquisadores verificaram que a
sintese de B-lactamase ¢é induzida tanto pela presenca de antibidticos -lactdmicos quanto

pela de precursores da parede celular no meio extracelular.

As B-lactamases podem ser classificadas de acordo com sua estrutura molecular.
Assim, aquelas que pertencem a classe A, que ¢ o grupo mais importante, s3o enzimas que
tém afinidade pelas penicilinas, encontradas nos cromossomos ou em plasmideos
bacterianos. As da classe B sfo metaloenzimas que apresentam menor importincia clinica.
Classe C sfo, sobretudo, cefalosporinases encontradas nos cromossomos de bactérias
Gram-negativas e a Classe D sfo as oxacilinases que apresentam pouca importincia clinica
(KONEMAN er al., 2001). Resumidamente, pode-se dizer que sfo encontradas em uma

ampla variedade de espécies bacterianas.

O ponto final do problema das proteinas reconhecedoras de penicilina foi o
aparecimento de inibidores das B-lactamases {BUSH ,1988; LIVERMORE, 1993). Esses
compostos so suficientemente similares aos antibidticos para se fixarem as 8-lactamases,
de forma reversivel ou irreversivel, protegendo os antibidticos da hidrélise (LIVERMORE,
1993). Os inibidores de B-lactamases encontrados sfio o clavulanato de potéssio, o
sulbactam e o tazobactam. Os trés sdo eficazes conira a penicilinase estafilocécica € tem

eficacia varidvel contra enzimas cromossémicas das bactérias Gram-negativas
(KONEMAN et al., 2001).
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A presenca de B-lactamase, que pode ser rapidamente detectada, ¢ um indicio

precoce de que um isolado ndo respondera aos amtibidticos B-lactdmicos em questio
(KONEMAN et al., 2001).

O método mais sensivel para detecgfio desta enzima € testar 0 microrganismo
com uma cefalosporina cromogeénica, a qual se torna vermelha quando o anel 8-lactamico €
hidrolisado. Esta cefalosporina ¢ comercialmente chamada de nitrocefin, que ¢ um
indicador rapido dos sistemas inativadores de B-lactdmicos. O nitrocefin, no entanto, nunca
deve substituir por completo as técnicas convencionais de testes de suscetibilidade
antimicrobiana, uma vez que existem outros fatores que também infiuenciam os resuitados
de tais testes e, em alguns casos, n8o ha correlacdo entre a resisténcia aos antimicrobianos

B-lactimicos e a produgdo de B-lactamase (WEXLER. 1991; KATSANIS er al., 1994;
KONEMAN et al., 2001).

O teste de B-lactamase ¢ simples ¢ rapido, podendo ser usado como um
suplemento a testes de suscetibilidade convencionais. Se uma espécie ¢ B-lactamase
positiva, esta provavelmente seria resistente a agentes antimicrobianos B-lactimicos (ex.
penicilinas € as primeiras geragSes de cefalosporinas) e também podendo ser suscetivel a
agentes antimicrobianos quando combinados com um inibidor de B-lactamase tais como
clavulanato de potéassio ou mesmo geragdes avancadas de cefalosporinas. Porém, nfio se
pode afirmar que uma espécie seria suscetivel a agentes antimicrobianos simplesmente por
que esta ndo produz B-lactamase (WEXLER, 1991). Do mesmo mode, este autor afirma
que B. gracilis, Bilophila wadsworthia e muitas espécies de B. distasonis ndo produzem B-

lactamase € sfo totalmente resistentes a agentes B-lactamicos.

APPELBAUM ef al. (1990a) encontraram cerca de 50% de espécies de
Prevotella intermedia resistentes & peniciling, em 27 espécies investigadas. Cerca de 60%
das espécies de Prevotella melaninogenica (1n=31) e Prevotella loescheii (n=8) foram
resistentes & penicilina. Porphyromonas asaccharolytica (n=8) e Porphyromonas gingivalis

(n=2) apresentaram 12% e 100% de resisténcia, respectivamente. Os autores concluiram



que estes resultados enfatizam a significante taxa da produgfio S-lactamase em espécies de

Bacteroides ¢ fusobacteria e indicam a necessidade de testes de B-lactamase para estes

isolados.

APPELBAUM er al. (1990b) investigaram 978 espécies de Bacteroides e
Fusobacterium quanto a producio de P-lactamase através do teste de disco (cefinase) ¢
teste do mitrocefin. Em 83% das espécies ambos os testes foram positivos ¢ em 14,8%
ambos foram negativos. Em 1,7% das espécies o teste do disco foi positivo e o nitrocefin
negativo, ¢ em 0,4% do teste do disco foi negativo, porém positivo para o nitrocefin, O
teste do disco foi menos discriminatério na detecgfio de espécies resistentes a amoxicilina.
O teste do nitrocefin foi menos sensivel que o teste do disco, porém mais discriminatorio
quando os resultados foram interpretados dentro de 1 e 2 horas para Bacteroides spp. e
fusobacteria respectivamente. Incubagio além deste tempo pode levar a resultados falso-
positivo. Os autores concluiram que a utilidade clinica dos testes para a atividade de J-

lactamase para anaer6bios ainda nfo estd claramente estabelecida.

KONONEN er al. (1997) examinaram a freqiiéncia de produgfo de B-lactamase
por espécies de Prevotella pigmentadas, isoladas da cavidade oral de 23 criangas com
menos de 1 ano de idade, utilizando o nitrocefin, e determinaram as concentragdes
inibitorias minimas das espécies f-lactamase positivas usando E-fest e o método de diluigdo
em agar. Foram encontradas 186 espécies de Prevorella B-lactamase positivas, ¢ as
concentragdes inibitdrias minimas de benzilpenicilina dessas espécies variaram entre 0,38
64 pg/ml. Os autores concluiram que a produgfio de P-lactamase por espécies de

Prevorelia pigmentadas esta sendo freqliente em criancas menores de 1 ano de idade.

BERNAL et al. (1998) investigaram a produgfio de B-lactamase com nitrocefin,
e a suscetibilidade antimicrobiana através do E-fest. Noventa e seis espécies de Frevorella
intermedia e Prevotella nigrescens isoladas de diferentes locais da cavidade oral, de coletas

vindas de diferentes areas geograficas foram avaliadas. Setenta e uma espécies (74%)
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foram sensiveis a amoxicilina ¢ a amoxicilina combinada com &cido clavuldnico, 25
mostraram-se produtoras de f-lactamase, a maioria destas P. nigrescens. Os resultados
observados por estes autores fornecem suporte ao importante papel da P. nigrescens no

insucesso da terapia com antibi6ticos B-lactdmicos.

HANDAIL & OLSEN (2000) apresentaram uma visdo geral sobre os
mecanismos de resisténcia a penicilina, principalmente quanto a produ¢dio de B-lactamase.
Concluiram que bactérias produtoras de B-lactamase sdo comuns na cavidade oral e que,
em geral, mais microrganismos produtores de p-lactamase podem ser isoladas de pacientes
que tenham sido recentemente tratados com antibidticos -lactdmicos. No entanto, bactérias
produtoras de B-lactamase geralmente constituem apenas uma pequena parcela da
microbiota cuitivdvel total. Cada vez que o antibidtico ¢ administrado, a fragio individual
de bactérias resistentes aumenta. Apds algumas semanas do fim da antibioticoterapia, a
microbiota normal se restabelece. Isto se deve a uma reducfio do nimero de espécies
resistentes, uma vez que elas tém que utilizar a epergia, que seria usada na reprodugéio,
para manter suas caracteristicas de resisténcia. Se a antibioticoterapia € muito prolongada,
ha um nisco de destruir a microbiota normal €, assim, favorecer o crescimento de bactérias

produtoras de B-lactamase.

KURIYAMA et al. (2001) avaliaram a incidéncia da produgio de B-lactamase,
utilizando o teste do nitrocefin, de 191 bacilos anerdbios Gram-negativos isolados de 93
amostras de exsudato purulento provenientes de infeceles odontogénicas, € a
suscetibilidade antimicrobiana destes isolados comtra 11 antibidticos. Producfo de [-
lactamase foi detectada em 35,6% das espécies de Prevorella pigmentadas e em 31,9% das
nfio pigmentadas. Em nenhuma das espécies de Porplyromonas, Fusobacterium e
Bacteroides foi detectada a producio de B-lactamase. Ampicilina e cefalosporina
mostraram uma atividade menos eficiente contra as espécies produtoras de -lactamase,
enquanto que a atividade da ampicilina combinado com sulbactam, cefametazol e

imipenem continuaram a ser efefiva contra essas espécies. Todos os antibidticos B-



lactdmicos foram efetivos contra Porphyromonas spp. € Fusobacterium spp.. Entromicina
teve uma atividade baixa contra espécies de Prevotella ndo pigmentadas e Fusobacterium

spp.. Clindamicina, minociclina e metronidazol foram eficazes contra as espécies testadas.

A compreensdo e interpretacio do papel e dos mecanismos desempenhados
pelos microrganismos na etiopatogenia dos processos patoldgicos pulpares e periapicais no
sentido de investigar a composicdo da microbiota de canais radiculares infectados,
associados a abscessos periapicais; determinar se ha correlacfio entre espécies bacterianas
especificas e a localizagfio clinica dos abscessos periapicais, bem como com alguns sinais €
sintomas endoddnticos ¢ importante podendo, inclusive, interferir no planejamento e
conduta do tratamento endoddntico. Da mesma maneira, como a necessidade de se
prescrever um antibidtico é imediata, a escolha deve ser baseada no conhecimento
atualizado da microbiologia endoddntica. Com o surgimento de bactérias resistentes aos
antibidticos de rotina, torna-se importante 0 monitoramento da suscetibilidade de bactérias
de canais radiculares associados com abscessos periapicais, frente a diversos antibioticos,

através de teste de suscetibilidade antimicrobiana.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi:

3.1. Investigar a composicdo da microbiota de canais radiculares infectados, associados

a abscessos periapicais;

3.2. Determinar se hi correlagio entre espécies bacterianas especificas ¢ a localizagio

clinica dos abscessos periapicais;

3.3. Determinar a existéncia de correlagfio entre os microrganismos encontrados € os

diferentes sinais e sintomas de origem endoddntica;
3.4, Analisar a suscetibilidade de bactérias anaerdbias mais prevalentes de canais

radiculares associados com abscessos periapicais, frente a diversos antibidticos, através

do teste de sensibilidade antimicrobiana com E-fest e -lactamase.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Andlise microbiolégica de canais radiculares associados a abscessos periapicais

4.1.1. Selecdo dos pacienies

Participaram deste estudo 60 pacientes com necessidade de tratamento
endodéntico, de dentes associados a abscessos periapicais, sem histéria de
antibioticoterapia prévia. Os pacientes assinaram termo de consentimento (ANEXO 1)
elaborado de acordo com as normas do Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — UNICAMP (ANEXO 2). Pacientes que haviam recebido
antibioticoterapia previa de 6 meses, dentes em que ndo se conseguiu realizar um correto
isolamento absoluto seguido de uma descontaminagfio adequada, casos em que ndo foi
possivel alcancar um comprimento adequado do canal radicular durante a coleta das
amostras e dentes que apresentaram bolsas com comunicacio endo-periodontal, ndo foram
considerados neste trabalho. Assim, foram realizadas 60 coletas microbioldgicas em
condigBes adequadas de descontaminagio e padronizago. Os pacientes apresentaram idade

de 11 a 63 anos com média de 30 anos, sendo 32 mulheres e 28 homens.

4.1.2. Avaliacdo dos pacicntes

Para cada paciente foram anotados dados pessoais, histéria médica significativa,
histéria dental (condigho pulpar e periapical, presenga ou ndo da dor, profundidade de
bolsas periodontais, mobilidade dental, presenca ou nfio de céries e restauracdes), exames
intra e extra-bucais (prescnga de fistula e sua origem, presenca de edema dos tecidos
periodontais, simetria facial. aparéncia geral), historia de antibioticoterapia prévia nos 6

meses anteriores ou outras medicacdes, € os achados radiograficos.
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4.1.3. Critérios clinicos para diferenciacio da localiza¢io dos abscessos periapicais

Os critérios clinicos utilizados para a diferenciagfo da localizagio dos abscessos

estéo descritos resumidamente na TAB. 4- a seguir:

TABELA 4
Critérios clinicos para diferenciar os abscessos periapicais quanto a localizago.

Abscessos Periapicais

Sinais/Sintomas Intra-oral Extra-oral
SP SM FZ F
DOR + + + +f + +
DOR PALP + + + o - +
EDEM +/— +Ff + o - +
T PERC -+ + + v + +
MOB - Afr e +f +i— e
LESPP - - e + + +
ESPES + + . +— - - -
DIFUSO - - o - - A
LOCALIZ + + - + + g

Legenda: P=primario; SP=subperidsteo; SM=submucoso; FZ=fistulizacio; F=fénix; DOR=
sintoma de dor espontinea; DOR PALP=sintoma de dor ao teste de palpa¢o no fundo de
sulco; EDEM=sinal de tumefagio intra e/ou extra-oral; TPERC= teste & percussio dental;
MOB.= teste de mobilidade dental; LES PP= lesio periapical observada na radiografia;
ESPES=espessamento  do  ligamento  periodontal  observade na  radiografia;
DIFUSO=abscesso difuso; LOCALIZ= abscesso localizade.

+=presente  — = ausente +/—= pode ou ndo estar presente +¥ = leve

4.1.4. Coleta das amostras

Foram coletadas amostras microbioldgicas apenas de canais radiculares de
dentes com diagnéstico clinico de abscesso periapical. A assepsia foi mantida durante toda
a terapia endoddntica e durante coleta de amostras microbioldgicas e em cada dente foi
realizada a coleta de um Unico canal radicular. Nos dentes multirradiculares somente ¢

canal mais amplo (molares inferiores no canal distal e molares superiores no canal palatino)
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foi obtida a amostra, de maneira a confinar 0 exame microbiolégico em um Gnico ambiente

ecoldgico. Polpa necrética foi observada em 56 canais radiculares € em 4 com tratamento

endoddntico prévio.

Antes da coleta de amostra do canal radicular todos os dentes foram submetidos
a remogdo de contaminantes corondrios, isolamento absoluto do dente com a utilizagdo do
lengol de borracha e descontaminagio do campo operatério usando “swabs” estéreis
uwmedecidos com hipoclorito de sédio 5,25% e neutralizag@io com tiossulfato de sodio 5%
(MOLLER, 1966) para se evitar a contaminagiio quimica do espago pulpar, método de
descotaminagdo utilizado por DOUGHERTY et al. (1998).

A abertura corondria foi preparada sem o uso de 4gua “spray” sendo resfriado
com solugdo salina estéril e utilizando broca estéril sem tocar no tecido pulpar radicular.
Remogdo cuidadosa do tecido pulpar necrético corondrio e subseqiiente, ampliago do tergo
corondrio do canal radicular foi desenvolvido rotineiramente para evitar contaminagio da
ponta de papel durante a coleta, pelo contetdo da polpa corondria. Quando o canal radicular
apresentava-se atrésico, interferindo na penetragio da ponta de papel absorvente, a paténcia
deste, foi estabelecida com minimo de instrumentagio utilizando-se a lima #10, e sem o uso

de qualquer irrigante.

Nos casos com iratamento endoddntico prévio, foi executada a remocgdo do
material obturador com brocas de Gates-Glidden e limas endodOnticas estéreis, sem o uso
de solventes de guta-percha. Apds realizou-se uma tomada radiogréfica para verificar a
remogdo do material obturador. A seguir, com solugfo salina estéril uma irrigaciio profusa
do canal radicular foi realizada, para remover qualquer residuo de material e, deixar o canal

timido para a coleta microbiologica.

Em nenhum caso a coleta microbiologica foi precedida por irrigagdo com

qualquer agente quimico. Nos casos em que 0s canais radiculares apresentaram-se secos,
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foi realizado irrigaco com sclugdo salina estéril para propiciar wmn ambiente {mido,

favorecendo a coleta microbioldgica.

As amostras foram coletadas no inicio da primeira intervencio endodontica com
3 pontas de papel absorvente estéreis (Tanari-Tariman Ltda., Manaus-AM, Brasil)
introduzidas no comprimento do canal (determinado pela radiografia inicial padronizada
com o uso de posicionador, da qual obteve-se 0 comprimento de trabalho pré-estabelecido),
permanecendo nesta posigio por 60 segundos (FIG. 2). Os casos em que ndo foram
possiveis alcancar um adequado comprimento do canal radicular para a realizacéo da coleta

microbiolégica, foram imediatamente excluidos.

Embora as bactérias anaerdbias estritas apresentem uma tolerdncia no contato
com o oxigénio, realizou-se a coleta das amostras microbioldgicas sob fluxo continuo de

nitrogénio (FIG. 2) para que o procedimento da coleta pudesse ser realizado o mais livre

possivel do O, auxiliando na manutencio da viabilidade das bactérias anaerdbias estritas

(BERG & NORD, 1973). Esse procedimento foi realizado com o auxilio de um cilindro de
gas nitrogénio, ao qual se encontra acoplado uma valvula de seguranca (WHITE
MARTINS, mod. R 86-N, S#o Paulo-SP, Brasil), uma mangueira ¢ uma cénula aspiradora
endoddntica, formando um dispositivo que direciona o gas somente para a regido do dente

no qual foi realizada a coleta (FIG. 3).
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FIGURA 2- Coleta da amostra microbioldgica. Ponta de papel absorvente estéril
introduzida no comprimento de trabalhop pré-estabelecido sob fluxo continuo
de nitrogénio (ver seta).
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FIGURA 3- Sistema de gés utilizado durante a coleta microbiolégica.

4.1.5. Inoculacdo e Incubagdo

Depois de realizada a coleta microbioldgica (FIG.4A), as pontas de papel
absorvente com a coleta foram imediatamente colocadas em eppendorf estéril com 1,0 mL
(FIG. 4B) de meio de transporte RTF - Reduced Transpert Fluid (SYED &
LOESCHE,1972) - (ANEXO 3), o qual foi transportado para o laboratério de
Microbiologia da drea de Endodontia e colocado na cdmara de anaerobiose dentro de 15
s mecanicamente (Agitador - MA 162-MARCON],
Séo Paulo-SP, Brasil) por 1 minuto (FIG.4C). A seguir, foram realizadas dilui¢des seriadas
a 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10.000 (FIG. 4D) em meio anaerdbios exigentes - Fastidious

be Broth (FAB) LAB-M, Bury - Inglaterra) (ANEXO 4) e inoculados 50 pL de cada
dilui¢io em placas pré-reduzidas (FIG.4E) contendo Fastidious Anaerobe Agar (FAA,
LAB-M, Bury-Inglaterra) + 5% de sangue desfibrinado de carneiro, e FAA+ 5% de sangue
desfibrinado de cameiro + suplementos seletivos para anaerdbios (GN-OXOID-Hampshire-

minutos. Os eppendorfs foram agita




Inglaterra) (ANEXO 4), as quais foram incubadas em cabine de anaerobiose (DON
WHITLEY SCIENTIFIC, Bradford-inglaterra) (FIG. 4F), a 37°C na atmosfera de 10% de
Hj, 10% CO9 e 80% Ny e foram examinadas ap6s 2, 5 e 14 dias, para permitir a detecgiio
de organismos de crescimento lento. Mais 50 pL de cada dilui¢io foram inoculadas em
placas contendo Brain Heart Infusion agar (BHI) (Oxoid, Hampshire, UK) + 5% de sangue
desfibrinado de cameiro, as quais foram aerobicamente incubadas a 37°C, sendo
examinadas apés 18h e 2 dias para selecionar microrganismos aerdbios e anaerébios

facultativos.

Imediatamente apés a diluigio, todas as coletas microbiolbgicas foram
congeladas a — 70°C, com o objetivo de serem utilizadas em pesquisas futuras.

Os meios de cultura foram preparados de acordo com as orientagdes dos
fabricantes (ANEXO 3).
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FIGURA 4- Procedimentos utilizados durante a coleta microbiolégica. A.Introdugio da
ponta de papel absorvente no canal radicular; B. Ponta de papel absorvente
com a coleta microbiolégica no meio de transporte RTF sob fluxo continuo
de nitrogénio (ver seta); C. Coleta sendo agitada no agitador de tubos; D.
Diluicdo da coleta; E. Inoculagdo e plaqueamento em placa de dgar-sangue;
F. Cémara de anerobiose para incubacio bacteriana.
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As amostras do canal radicular foram inoculadas e incubadas em placas pré-

reduzidas como a seguir:

»

Placas de dgar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA (Fastidious Anaerobe
Agar), a 37° C, aerobicamente, por 2 dias para selecionar aerébios e anaerébios
facultativos.

Placas de d4gar contendo 5% de sangue de cameiro + FAA, a 37° C,
anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar anaer6bios estritos e
facultativos.

Placas de 4gar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + NAL (4cido nalidixico)
+ VAN (vancomicina), & 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar
anaer¢bios Gram-negativos.

Placas de dgar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + KAN (Kanamicina) +
VAN (vancomicina), & 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar
anaerébios Gram-negativos, particularmente as bactérias pigmentadas em negro.
Placas de dgar conter
37° C, anaer
anaerébios.
Placas de dgar contendo 5% de sangue de cameiro + FAA + NAL (4cido nalidixico)

a 37° C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar anaerébios Gram-

do 5% de sangue de cameiro + FAA + NEO (neomicina), 2

obicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar clostridios e outros

positivos e actinomicetos.

oy

O presente estudo utilizou meios de cultura na forma de pé desidratado e

suplementos seletivos pré-fabricados, que foram preparados de acordo com as orientagdes
do fabricante (ANEXO 4).

4.1.6. Isolamento e Identificacdo microbiana

Depois do perfodo de incubagfio, as placas de 4gar-sangue com crescimento

microbiano foram analisadas em Lupa Estereoscopica (LAMBDA LET 2, ATTO
INSTRUMENTS CO., Hong Kong) em aumento de 3 vezes (FIG.5).
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FIGURA 5- Avaliagho das placas contendo dgar-sangue e crescimento bacteriar

da lupa estereoscépica, em aumentode 3 vezes. .

inicial (FIG.6A).

Cada col6nia bacteriana obtida na incubaga
placas contendo FAA + 5% de sangue desfibrinado de cameiro pré~redﬁztéas por 2 dias,
para ser avaliada o seu requerimento gasoso colocando-se uma placa na estufa de O3
(FIG.6B) e outra na cAmara de anaerobiose (FIG. 6C), e observando em qual condi¢do
gasosa houve crescimento bacteriano. As espécies que cresceram somente em incubagio
em estufa de

anaerdbia foram a seguir, novamente plagueadas em 4gar-sangue e incubadas
CO; e se nenhum crescimento foi observado, estas espécies foram consideradas anaerébios
estritos. Quando a espécie se proliferava tanto na estufa de cultura de O, CO; como na



cAmara de anaerobiose, esta foi considerada anaerébia facultativa. Desta maneira, obtinha-
s¢ a cultura pura da espécie (FIG.6D).

Em seguida, as culturas puras foram inicialmente identificadas de acordo com o
Método de Colorago de Gram observadas ao microscépio como células esféricas ou em
forma de bastonetes (Gram-positiva — coloragdo roxa ou Gram-negativa — coloragéo
vermetha) (FIG. 6E). Por fim, realizou-se o teste da Producio da Catalase (positiva
indicada pela formagio de bolhas ao contato com H;O. ou negativa sem formagdo de
bothas) (FIG.6F).

4.1.7. Especiagio microbiana

ApGs a obtenglio das informagfes bédsicas de cada colbnia estudada, foram

stic Systems Inc., Atlanta, GA., EUA)
para cocos e bastonetes Gram-positivos e Gram-negativos, anaerébios obrigatérios;
» APl Staph (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para estafilococos e
micrococos (cocos Gram-positivos, catalase positiva);
» RaplD ID 32 Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para estreptococos
{cocos Gram-positivos, catalase negativa);
» APl Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para estreptococos (cocos
Gram-positivos, catalase negativa);
» RapiD NH System (Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, Ga., EUA) para
Eikeneila spp., Haemophilus spp., Neisseria spp. e Actinobacilius spp..
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FIGURA 6- Procedimentos utiliz durante a anélise microbiolégica. A. Cultura Inicial;
B e C. Avaliagio do requerimento gasoso com a estufa de Oz ¢ com a cimara
de anacrobiose; D. Cultura pura; E. Morfologia microscépica utilizando-se o
método de colorac@o de Gram,; F. Teste de produgio de catalase com H,O; G.
Ficha do "kit" de identificacdio utilizada na verificaciio da especiaciio

bacteriana.



Apés obtenglio dos dados morfolégicos, para as bactérias de pigmento negro
(Porphyromonas e Prevotella), além da identificagio microbiana com auxilio dos testes
bioquimicos comerciais, foram também realizados testes adicionais (FIG. 7 ¢ ANEXO 6)

como:

> Fluorescéncia das colSnias sob luz UV com 360nm de comprimento de onda (no
caso de fluorescéncia negativa, a confirmagfo foi realizada através da utilizagio de metanol
(MERK) que foi colocado em contato com o microrganismo e observado se existia a
producido de fluorescéncia vermelha) (FIG. 7A);

> Fermentagdo de lactose utilizando o substrato 4-metilumbeliferil-b-D-galactosidase
(MUG) (SIGMA) conforme a técnica descrita por ALCOFORADQO et al. (1987). (FIG.7B);

idade da tﬂma utiizando o compos
NAKAMURA et al (1984) e SLOTS (1987) (FIG.7C).

Para aplicagiio testes adicionais, aliquotas de 20 ul. das solugfes de MUG e
CAAM foram dispensadas em placas sobre as colOnias bacterianas com morfologia
caracteristica para a identificaco de Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas

endodontalis, Prevotella intermedia/nigrescens, Prevotelln melaninogenica, Prevotella
corporis, Prevotella denticola e Prevotella loescheii.

Como controle para os testes adicionais, espécies padrio foram utilizadas como
pardmetro para 0 comportamento dos isolados clinicos de pigmentacdo negra. Foram elas a
seguir: Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Porphyromonas endodontalis ATCC
35406, Porphyromonas asaccarolytica ATCC 25260, Prevotella intermedia ATCC
25611, Prevotella nigrescens ATCC 33536, Prevotella melaninogenica ATCC 25845,
Prevotella loescheii ATCC 15930, Prevotela corporis ATCC 33547 e Prevotella denticola
ATCC 33185, Convém ressaltar que Prevotela intermedia e Prevotela nigrescens s&o

fenotipicamente iguais.
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FIGURA 7- Testes adicionals para os microrganismos pigmentados de negro; A.
Fluorescéncia das colnias sob luz UV; B. Fermentaciio de lactose-MUG;
C. Atividade da tripsina-CAAM; D. Aparelho utilizado para visualizacdo

das fluorescéncias.
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4.1.8. Andlise estatistica

Os dados coletados foram colocados em wma planilba de calculo (QUATTRO
PRO, Bordland International Inc., Scotts Valley, CA, EUA) e estatisticamente analisados
usando SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EUA). O teste de Pearson-qui
quadrado ou o teste exato de Fisher foram utilizados para observar a relagfio entre a
localizagdo clinica do abscesso periapical com espécies bacterianas especificas. Além disso,
os sinais ¢ sintomas de origem endoddntica também foram relacionados, da mesma

maneira, as espécies bacterianas.

4.2. Analise da suscetibilidade antimicrobiana

4.2.1 “Epsilometer Test”- F-test

As bactérias anaerdbias Peptostreptococcus prevotii (Cocos Gram-positivos
anaerdbios estritos), Peptostreptococcus micros {(Cocos Gram-positivos anaerobios
estritos), Fusobacterium necrophorum, Prevotella intermedia € Fusobacterium nucleatum
(ambos Bastonetes Gram-negativos anaerdbios estritos) coletadas de canais radiculares
associados com abscessos periapicais, foram submetidas ao teste da suscetibilidade

antimicrobiana.

Foi utilizado um teste baseado em técnicas de diluiglo e de difusfo em agar, o

E-test (AB BIODISK, Solna-Suécia) (FIG.8).



> S50mm

FRENTE da fita (8A) VERSOQ da fita (88)
FIGURA 8- Fita de E-test. A. FRENTE; B. Esquema do gradiente exponencial do
antibidtico (VERSQ).
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As bactérias foram testadas quanto suas suscetibilidade/resisténcia aos seguintes
antibidticos: benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina/clavulanato de potdssio, cefaclor,
metronidazol € as drogas eritromicina, azitromicina e clindamicina, pois sdo antibidticos de
primeira escolha para pacientes sensiveis a penicilina.

Para a realizagfio do teste foi preparado o inéculo (meio em caldo + bactéria),
com a espécie bacteriana previamente incubada em placas contendo FAA (Fastidious
Anaerobe Agar) + 5% de sangue desfibrinado de carneiro (FIG.9A) na cimara de
anaerobiose. Ap6s 72 horas de incubagdo, as coldnias bacterianas foram transferidas para
tubos contendo o meio em caldo FAB (Fastidious Anaerobe broth) (FIG. 9B), em seguida
agitado por 1 minuto (FIG. 9C), para atingir a turbidez equivalente ao padriio 1 de Mc
Farland (NEFELOBAC, PROBAC ~ S#o Paulo-SP- Brasil), padrio indicado para bactérias
anaerobias estritas (AB BIODISK, 2000). Este procedimento foi realizado utilizando-se o
aparelho Espectrofotémetro (MARCONI, Séo Paulo-SP, Brasil) (FIG.9D).

A seguir, fol realizado o repique das espécies bacterianas em placas pré-
reduzidas, contendo 600mL de Brucella Agar (OXOID, Hampshire-Inglaterra), 5% de
sangue desfibrinado de carneiro, 600uL de vitamina K e 6001 de hemina para o adequado
crescimento das bactérias anaerébias estritas (ANEXO 4), com 4mm de espessura de meio.
A semeadura foi realizada em toda extensfio da placa uniformemente utilizando “swab”
estéril, que foi umedecido na suspensdio bacteriana (FIG.9E). Finalizada esta etapa,
esperou-se de 10 a 15 min. para a secagem das placas. As fitas de E-fest, previamente
removidas do congelador e mantidas em temperatura ambiente por 20 minutos, foram
distribuidas nas placas contendo Brucella-sangue (FIG.9F). Para este procedimento foram
utilizadas pingas estéreis, 1 para cada fita de antibitico testado. O experimento foi

executado em duplicata e em cdmara de fluxo laminar (MARCONI, Sdo Paulo, Brasil).
As placas foram entfio levadas 4 cAmara de anaerobiose a 37°C em atmosfera de

10%H;, 10%C0; e 80%N, . Apos, foi realizada a leitura com 24 e 48 horas de incubagéo.

Os valores das concentragfes inibitérias minimas (CIMs) foram determinados no ponto de
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intersecgio entre o halo de inibicio em forma de elipse e a fita do E-rest, considerando o

ponto de intersecgdo a inibigdo completa de crescimento bacteriano (FIG.10A-B).

A interpretacio dos valores das CIMs das fitas de E-fest em diferentes
categorias de sensibilidade, foi realizada de acordo com o guia de interpretagio da NCCLS
(National Commitee for Clinical Laboratory Standards). Os microrganismos foram
considerados sen.?iveis quando apresentavam concentragbes inibitérias minimas nos
seguintes valore§: para benzilpenicilina < 0.5pg/mL; amoxicilina < 4ug/ml;
amoxicilina/clavulanato de potdssio < 2ug/mL; metronidazol < 8ug/mlL e clindamicina <
2pg/mL. Embora as CIMs da azitromicina e eritromicina para as bactérias anaerdbias
estritas nfo foram.:ainda determinadas pela NCCLS M100 S8/M11 A4, estes antibidticos
foram testados e os valores de CIM para bactérias sensiveis foram < 4pg/mL (SPANGLER
& APPELBAUM, 1993 ¢ KURIYAMA ef al., 2000) ¢ < 8ug/ml. para o antibittico
cefaclor (CULLMAN et al., 1993).
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FIGURA 9- Procedimentos utilizados durante a andlise da suscetibilidade antimicrobiana
com ¢ E-fest. A. Cultura pura; B. Preparo do indculo bacteriano; C.
Agitagdo do inoculo; D. verificacdo da turbidez do meio no
espectrofotdmetro; E. noculacdo na placa de dgar-sangue; F. Placa com a fita
do E-test; G. Embalagem da fita do E-test; H. Fita do E-test.
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FIGURA 10- Placa utilizada na avaliac3o do E-test. A. Placa com crescimento bacterianc
(Prevotella intermedia) e a fita de E-test (eritromicina); B. Aumento da
figura 10A, mostrando com a seta, o ponto de intersec¢do entre o halo de

completa inibi¢fo bacteriana e a fita de E-zest.
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4.2.2, Teste de f-lactamase

Para este teste utilizou-se Nitrocefin (Glaxo Research 87/312) — Oxoid ,
Hampshire — UK (FIG. 11A), de maneia que o contetido do vidro de nitrocefin liofilizado
SR112 foi agregado ao contetdo do vidro de liquido de rehidratacio SR 112A. Foram
adicionados 20uL da solugdo de nitrocefin em um recipiente limpo. Com uma alga estéril, a
espécie bacteriana a ser testada foi colocada nos 20pl de nitrocefin (FIG.11B) ¢
imediatamente o recipiente com nitrocefin + espécie bacteriana fol levado para a estufa a
37°C ¢ mantido por um periodo de 30 minutos (FIG.11C). A seguir o resultado foi
observado através da mudanca da cor amarela para vermetho quando a reago foi positiva
para a B-lactamase, e quando foi negativa nenhuma alteragfio foi observada.



B-lactamase
negativa

B-lactamase
posifiva

FIGURA 11- Procedimento utilizado durante o teste de B-lactamase. A. Embalagem ¢
recipientes do Nitrocefin; B. Espécie bacteriana (Prevotella intermedia)
sendo depositada na soluc@io de nitrocefin; C. Reagfio da B-lactamase apés

30 minutos em estufa a 37°C.
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S RESULTADOS

5.1. Analise microbielégica de canais radiculares associados a abscessos periapicais

5.1.1. Composicio da microbiota de canais radiculares infectados associados a abscessos

periapicais e freqiténcia de dados clinicos

Dos 60 dentes associados com abscessos periapicais, 33 possuiam restaura¢des
(8 provisorias e 25 definitivas), 18 dentes estavam cariados, 8§ dentes com a cdmara pulpar
exposta a0 meio bucal e 3 dentes eram higidos. Além disso, 56 dentes se encontraram com
polpa necrdtica e 4 com tratamento endoddntico prévio. Os grupos dentais envolvidos
foram: incisivos (30/60); pré-molares (17/60); molares (9/60) e caninos (4/60), totalizando

38 dentes superiores € 22 inferiores.

Duzentos e oitenta e sete isolados microbianos foram recuperados dos 60 canais
radiculares examinados, indicando uma média de 4,8 cepas por canal radicular. Auséncia
de crescimento microbiano viavel ocorreu em somente um canal (1/60) (TAB.5 ¢ ANEXO-
TAB. 14).

Dos 287 isolados, 201 foram identificados como anaer6bios estritos, e 86 como
anaerobios facultativos, 99 sendo Gram-negativos e 188 Gram-positivos (FIG.12, TAB.6 e
ANEXG-TAB.14), pertenciam a 24 diferentes géneros (FIG. 14).

Dos canais radiculares investigados 90% (54) apresentaram bactérias anaerébias
estritas e 76,6% (46) bactérias anaerébias facultativas. Bactérias Gram-negativas foram
recuperadas em 75% (45) dos canais radiculares e Gram-positivas em 98,3% (59) (FIG.12 ¢
TAB.6 e ANEXO-TAB.14).
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Uma ou mais (méximo de 14) espécies bacterianas foram recuperadas de 98,3%
(59) canais radiculares, mostrando a caracteristica polimicrobiana das infec¢des dentais
(TAB.5 e ANEXO-TAR.14).

Dos 60 casos investigados, apresentaram dor espontinea em 53 casos, dor a
percussio (53/60), dor a palpagéo (52/60), edema (45/60), fistula (10/60), lesdio periapical

(45/60), exsudato purulento (35/60), exsudato hemorragico (5/60), exsudato claro (11/60)
(ANEXO-TAB.13).

Dor espontinea estava associada com 53 canais, dos quais 50 apresentaram
polpa necrotica € 3 com tratamento endoddntico prévio. Destes casos, havia presenga de
exsudato purulento em 30 canais radiculares ¢ edema em 42. Anaerdbios estritos foram
encontrados em 70,8% dos canais com dor espontinea, sendo que 1 canal (com polpa
necrosada) ndo apresentou crescimento bacteriano vidvel. Duzentos e cingiienta e sete
cepas bacterianas foram encontradas em canais com dor espontinea. O nimero de espécies

por canal variou de 0 a 14, com média de 4,8 cepas por canal (ANEXO-TAB.13 e 14).

Edema estava associado com 45 casos, dos quais 44 apresentaram polpa
necrética e somente 1 com tratamento endoddntico prévio. Anaerdbios estritos foram
encontrados em 70,2% dos canais radiculares dos quais os pacientes estavam com edema.
Todos os canais radiculares com edema apresentaram crescimento bacteriano vidvel.
Duzentos e vinte e oito cepas bacterianas foram encontradas em canais com edema. O

numero de espécies por canal variou de 1 a 14, com média de 5,1 cepas por canal
(ANEXO-TAB.13 e 14).

Exsudato purulento estava presente em 35 canais, dos quais 32 apresentaram
polpa necrdtica e 3 com tratamento endoddntico prévio. Anaerdbios estritos foram
encontrados em 70% dos canais com exsudato purulento, sendo que todos os canais

radiculares apresentaram crescimento bacteriano viavel. Cento € oitenta e trés cepas
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bacterianas foram encontradas em canais com exsudato purulento. O ndmero de espécies

por canal variou de 1 a 14, com média de 5,2 espécies por canal (ANEXO-TAB.13 el4).

O tnico canal radicular onde nfio se conseguiu recuperar micCrorganismos
vidveis apresentava-se necrosado. O dente estava cariado ¢ o paciente apresentava dor
esponténea, dor A palpacdo e sensibilidade & percuss@o. Estava associado a um abscesso
subperidsteo (ANEXO-TAB.14).

Anaerdbias

[ m@ de canais radiculares
{n=60)

M nimere de cepas (n=287)

Facultativas |

FIGURA 12- Composi¢iio da microbiota dos canais radiculares infectados associados a

abscessos periapicais.

Nio foram isolados microrganismos anaerdbios estritos vidveis em 6/60 casos,
sendo 2 com tratamento endoddntico prévio e incluindo o dnico caso sem crescimento
microbiano vidvel. Em 14 canais radiculares nfo se observou a presencga de microrganismos

facultativos vidveis, sendo 1 canal com tratamento endodéntico prévio.
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Os microrganismos anaer6bios estritos predominantes encontrados foram
Peptostreptococcus prevotii (22/60), Peptostreptococcus micros (19/60), Fusobacterium
necrophorum (19/60), Prevotella intermedia/migrescens (16/60), Fusobacterium nucleatum
(12/60) e Streptococcus constellatus (12/60) (F1G.13, TAB.6 e ANEXO-TAB.14).

Embora menos fregiientes, bactérias anaerdbias facultativas, tais como Gemelly
morbillorum (19/60), Streptococcus mitis (13/60), Streptococcus sanguis (11/60), também
foram encontradas (FIG.13, TAB.6 e ANEXO-TAB.14).

Facultativos

E .

8. sanguis |

8. constefiatus aerobios Estritos

P. prevotii
0

5 10 15 20 25 30 35 40

FIGURA 13 - Prevaléncia das espécies bacterianas (% de casos) (n=60).

Bacilos produtores de pigmento negro foram encontrados em 20 canais
radiculares, todos com polpa necrosada, totalizando 30 cepas. Corresponderam as espécies
Prevotella intermedia/nigrescens (16/20), Prevotella corporis (6/20), Prevotella loescheii
(3/20) ¢ Prevotella melaninogenica (3/20) e Porphyromonas gingivalis (1/20) (ANEXO-
TAB.13 e 14).
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Espécies de estreptococos foram encontradas em 37 canais radiculares no total
de 38 cepas, sendo que em 33 canais a polpa estava necrosada e 4 canais apresentavam
tratamento endoddntico prévio. Correspondiam as espécies Streprococcus mitis (13/37),
Streptococcus constellatus (12/37), Streptococcus sanguis (11/37), Streptococcus oralis
(6/37), Streptococcus anginosus (3/37), Streptococcus acidominus (2/37), Streptococcus
intermedius (1/37), Streptococcus salivarius (1/37) e Streptococcus mutans (1/37)
{ANEXO-TAB.13 ¢ 14).

TABELA 5

Frequéncia do niimero de cepas bacterianas encontradas por canais radiculares infectados
associados com abscessos periapicais

Espécie por canal Radicular Fregiiéncia (n=60) %

O(sem crescimento) 1 016
1 4 06.6

2 3 05,0

3 g 13,3

4 11 18,3

5 13 21,6

6 12 20,0

7 3 05,0

8 1 01,6

9 1 01,6

16 2 03,3

14 1 016
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TABELA 6
Composi¢iio da microbiota de canais radiculares associados a abscessos periapicais

Microrganismos Gram — Requerimento Ne* %%
ou + Gasoso
Peptostreptococcus prevotii + Anaerébio 22 36,7
Peptostreptococcus micros + Anaerobio 1% 31,7
Fusobacterium necrophorum - Anaerdbio i9 31,7
Gemella morbillorum + Facultativo 19 31,7
Prevotella intermedia/nigrescens - Anaerdbio 16 26,7
Streptococcus mitis + Facultativo i3 21,7
Fusobacterium nucleatum - Anaerébio 12 20,0
Streptococcus constellatus + Anaerébio 12 20,0
Streptococcus Sanguis + Facultativo 11 18,3
Eubacterivm lentum + Anaerdbio 8 13,3
Veillonella spp, - Anaerdbio 7 11,7
Prevotella corporis - Anaerébio 6 10.0
Peptostreptococcus anaerobius + Anaerébio 6 10,0
Streptococcus oralis + Facultativo 6 10,0
Prevotella buccae - Anaerdbio 5. 08,3
Bacteroides ureolyticus - Anaerébio 5 08,3
Gemella haemolysans + Facultativo 5 08,3
Staphylococcus saccharolyticus + Anaerdbio 4 06,6
Tissierella praeqcuta - Anaerdbio 4 06,6
Staphylococcus epidermidis + Facultativo 4 06,6
Cardiobacterium hominis - Faculativo 4 06,6
Prevotella melaninogenica - Anaerébio 3 05,0
Prevotella loescheii - Anaerdbio 3 (5,0
Eubacterium limosum + Anaerdbio 3 05,0
Actinomyces viscosus + Facultativo 3 05,0
Clostridium difficile + Anaerdbio 3 05,0
Streptococcus anginosus + Facultativo 3 05,0
Enterococcus faecalis + Facultativo 3 05,0
Peptostreptococcus spp. + Anaerdbio 3 05.0
Prevotella oris - Anaerdbio 2 03,3
Prevotella oralis - Anaerdbio 2 03,3
Bacteroides gracilis - Anaerébio 2 3.3
Peptosireptocaccus magnus + Anaerobio 2 03,3
Peptostrep. asaccharolyticus + Anaerdbio 2 03,3
Actinomyces noestundii -+ Facultativo 2 03,3
Clostridium subterminale + Anaerdbio 2 03,3
Lactobacillus acidophilus + Facultativo 2 03,3
Propionibacterium acnes + Anaerdbio 2 03,3
Streptococcus acidominus + Facultativo 2 03,3
Bifidobacterium spp. + Anaerodbio 2 03,3
Neisseria spp. - Facultativo 2 03,3

* Canais radiculares

Qs seguintes isolados foram encontrados em um tUnico canal radicular:

Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas asaccharolytica, Prevotella bivia, Prevotella
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spp., Bacteroides  fragilis,  Bacteroides spp.. Peptostreptococcus  indolicus,
Peptostreptococcus  tetradius, Eubacterium aerofaciens, Bifidobacterium adolecentis,
Actinomyces  odontolyticus, Clostridium  acetobulyticum, Clostridium  hastiforme,
Clostridium butyricum, Clostridium novyiA, Clostridium cratidioforme, Clostridium
limosum, Clostridium innoccum, Clostridium bifermentans, Clostridium spp., Lactobacillus
minute, Lactobacillus lactis, Lactobacillus spp., Streptococcus intermedius, Streptococcus
mutans, Streptococcus salivarius, Enterococcus faecium, Aerococcus viridans,

Staphylococcus lentus, Capnocytophaga spp., Micrococcus spp., Welinella spp. .

0 10 30 40 50 60 70

éneros bacterianos isolados de 60 canais radiculares com

abscessos periapicais (%).
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3.1.2. Fregiiéncia da localizacdo clinica dos abscessos periapicais

Do total de 60 canais radiculares infectados associados a abscessos periapicais
investigados, nenhum se encontrava na fase primaria (intra-Gssea); 9 na fase subperidstea;
39 na fase submucosa, sendo 31 difusos ¢ 8 localizados; 10 na fase de fistulizag@o, sendo
destes, 9 com fistula intra-oral e 1 com fistula extra-oral e 2 foram diagnosticados como
fénix. Nio foram examinados abscessos extra-orais, pois estes sdo atendidos no centro
cirirgico, impossibilitando a realizacio da coleta microbiolégica sem o paciente ter
recebido antibioticoterapia (TAB. 7).

TABELA 7

Fregiiéncia dos abscessos periapicais quanto a localizacdo (n=60).
Classificaciio Niimero %
PRIMARIO (INTRA-OSSEO) 00,0
SUBPERIOSTEO 09 15.0
SUBMUCOS0 39 65.0
) 3 516
zad 08 13,3
JLIZACAO 010 16,7
stk 08 15,0
01 01,7
02 03,3
60 100

5.1.3. Correlac@o entre espécies bacterianas especificas e a localizagdo clinica dos

abscessos periapicais e entre os diferentes sinais e sintomas

Através da andlise estatistica observou-se que houve correlagdo positiva
significante entre 0 Abscesso submucoso (n=39) com a espécie Peptostreptococcus prevotii
(n=22) (p<0,05) e entre abscesso submucoso localizado (n=8) com a espécie
Peptostreptococcus anaerobius (n=6) (p<0,05).
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Associacdes foram encontradas entre a presenga de edema (n=45) com
Peptostreptococcus sp. (n=35), com Gemella sp. (n=20) ¢ com a espécie Gemella
morbillorum {(n=19) (p< 0,05 para todos). Também foi observada correlagdo positiva entre
a. presenca de exsudato purulento no canal radicular (n=35) com a espécie

Peptostreptococcus prevotii (n=22) (p<0,05).
5.2. Analise da suscetibilidade antimicrobiana
5.2.1. Epsilometer test (E-fest)

As espécies de Peptostreptococcus prevotii mostraram suscetibilidade em 100%
aos antibidticos benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina/clavulanato de potassio, cefaclor
e clindamicina, e suscetibilidade em 83,3% aos antibi6ticos metronidazol, azitromicina e

eritromicina (TAB. 8).

TABELA 8
Perfil de sensibilidade do microrganismo P. prevotii.

Peptostreptococcus prevotii (n=12)

CIM (ug/mlL)? Variagio da CIM

Agente antimicrobiano 50% 30% Referéncia* Suscetibilidade
Benzilpenicilina 0,016 0,016 0,5 <(,016-0,38 H0%
Amoxicilina 0,094 0,19 4.0 0,616-6,25 100%
Amoxicilina + 0064 0,125 2,0 0,016-0,19 100%
clavulanato

Metronidazol 0,125 0,38 8.0 0,016->256 83,3%
Cefaclor 0,19 1.0 8.0 0,064~ 1.0 160%
Clindamicina 0,016 0,50 2,0 0,016-0,50 100%
Eritromicina 1.0 1,0 4,0 0.016-64 83,3%
Azitromicina 0,75 15 4.0 <0,016-8 83,3%

#50% ¢ 90% os quais, 50% ¢ 90% dos isolados foram inibidos, respectivamente.
*NCCLS e SPANGLER & APPELBAUM, 1993; KURIYAMA er al., 2000; CULLMAN et ai., 1993.

As espécies de Fusobacterium necrophorum revelaram suscetibilidade em 100%

aos antibidticos benzilpenicilina, amoxiciling, amoxicilina/clavulanato de potassio, cefaclor
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e clindamicina, e suscetibilidade em 90,9% aos antibidticos metronidazol e azitromicina e

ainda em 63,3% de suscetibilidade a eritromicina (TAB. 9).

TABELA 9
Perfil de sensibilidade do microrganismo Fusobacterium necrophorum.

Fusobacterium necrophorum (n=11)

CIM {(pg/mL)*® Variagio da CIM
_Agente antimicrobiano S0% 90% Referéncia* Suscetibilidade

Benzilpenicilina 0,016 0,38 0,5 <0,016-0,038 100%
Amoxicilina 0,047 0,75 4,0 <0,016-3,0 1006%
Amoxicilina + 0,016 0,75 2,0 <0,016-0,75 100%
clavulanato

Metronidazol 0,023 0,047 8.0 <0),016-256 $0,9%
Cefacior 0,25 2,0 8.0 <0,016 - 4,0 100%
Chlindamicina 0,023 1,0 2,0 <0,016-1,0 100%
Eritromicina 8.0 >256 4.0 0,047->256 63,6%
Azitromicina 0,38 1,0 4,0 <0,016-128 90,9%

?50% e 90% os quais, 50% ¢ 90% dos isolados foram inibidos, respectivamente.
*NCCLS ¢ SPANGLER & APPELBAUM, 1993; KURIYAMA er al, 2000; CULLMAN ef af,, 1993

As espécies de Fusobacterium nucleatum revelaram sensibilidade em 100% aos
antibidticos benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina/clavulanato de potassio, cefaclor,
clindamicina e metronidazol, ¢ em 90% ao azitromicina e ainda somente em 10% a

eritromocina (TAB.10).

TABELA 1€
Perfil de sensibilidade do microrganismo Fusobacterium nucleatum.

Fusobacterium nucleatum (n=1Q)

CIM (ug/mL) " Variagio da CIM

Agente antimicrobiang 50% 90% Referéncia* Suscetibilidade
Benzilpenicilina 0,023 0,047 0.5 <0,016-0,064 100%
Amoxicilina 0,032 0,647 4,0 0,016-0,25 100%
Amoxicilina + 0,032 0,50 2,0 0,016-0,50 100%
clavulanato

Metronidazol 0,016 0,016 8,0 <0,016-0,016 100%
Cefaclor 0,50 1,0 8.0 0,016-15 100%
Clindamicina 0,023 0,064 2,0 <0,016-0,19 100%
Eritromicina 0,38 >256 4.0 0,38->256 10%
Azitromicina 3.0 40 4.0 1,5-8 90%

* 50% e 90% os quais, 50% e 90% dos isclados foram inibidos, respectivamente.
*NCCLS e SPANGLER & APPELBAUM, 1993; KURIYAMA er o/, 2000; CULLMAN e af, 1993,
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As espécies de Peptostreptococcus micros € Prevotella intermedia mostraram-
se sensiveis em  100%  aos  antibidticos  benzilpenicilina, amoxicilina,
amoxicilina/clavulanato de potdssio, cefaclor, clindamicina, metronidazol, azitromicina e

eritromicina (TAB.11 ¢ 12).

TABELA 11
Perfil de sensibilidade do microrganismo.Peprostreptococcus micros.

Peptostreptococcus micros {n=5)

CIM (ug/mL)* Variaciio da CIM
Agente antimicrobiano 50% 90% Referéncia* Suscetibilidade

Benzilpenicilina 0,023 0,023 0,5 0,016-0,023 100%
Amoxicilina 0,064 0,064 4.0 0,047-0,064 100%
Amoxicilina + 0,064 0,064 2,0 0,047-0,19 100%
clavulanato

Metronidazol 0,125 0,125 8,0 0,125-0,125 100%
Cefaclor 1.0 1,5 8,0 0,023 ~2,0 100%
Clindamicina 0,125 0,50 2,0 0,016-0,50 100%
Eritromicina 1.0 1,5 4,0 0,016-2,0 100%
Axzitromicina 0,75 1,0 4,0 0,75~ 1,0 100%

# 50% ¢ 90% os quais, 50% ¢ 90% dos isolades foram inibidos, respectivamente.
*NCCLS e SPANGLER & APPELBAUM, 1993; KURIYAMA ef al., 2000; CULLMAN et af,, 1993,

TABELA 12
Perfil de sensibilidade do microrganismo Prevoftella intermedia.

Prevotella intermedia (n=10)

CIM (pg/mL)* Varia¢fio da CIM
_Agente antimicrobiano 50% 90% Referéncia* Suscetibilidade

Benzilpenicilina 0,016 0,084 0,5 <(,016-0,094 100%
Amoxicilina 0,623 0,032 4.0 6,016-0,032 100%
Amoxicilina + 0,016 0,016 2,0 <0,016-0,016 100%
clavulanato

Metronidazol 0,023 0,032 8,0 <(,016-0,032 100%
Cefaclor 0,094 0,125 3.0 ,016-0,125 160%
Chindamicina 0,023 0,125 2.0 <{,016-0,19 100%
Eritromicina 0,094 1,5 4.0 0,016-2,0 100%
Azitromicina 0,032 0,032 4.0 0,016-3,0 100%

* 50% e 90% os guais, 50% e 90% dos isolados foram inibidos, respectivamente.
*NCCLS ¢ SPANGLER & APPELBAUM, 1993; KURIYAMA er al., 2000; CULLMAN et o/, 1993,
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Os valores das CIMsy e CiMg referem-se ds concentragdes inibitdrias minimas
que sfo efetivas contra 50% e 90% das espécies testadas. As TABELAS 8-12 também
mostram o intervalo de CIM para cada antibiotico contra as espécies testadas, bem como o

indice de suscetibilidade destas contra cada antibiotico.

. 5.2.2. Teste de fi-lactamase

As espéceies que tiveram sua suscetibilidade antimicrobiana investigada também
foram testadas quanto a producfo de B-lactamase, sendo que todas as espécies mostraram

reacdo negativa ao nitrocefin.
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6 DISCUSSAQC

6.1. Anilise microbiolégica de canais radiculares associados a abscessos periapicais

Foram utilizados métodos microbioldgicos envolvendo inoculagio das amostras
em meios de transporte e, em seguida, em meios de cultura pré-reduzidos altamente
nutritivos, que foram prontamente incubadas por tempo prolongado sob condi¢des gasosas
adequadas, para evitar a perda de microrganismos de crescimento lento e identificar o
maior numero de espécies bacterianas possiveis, inclusive anaerdbias estritas. Apesar de
um grande numero de espécies anaerdbias ter sido isolado neste estudo, € possivel que

algumas espécies muito sensiveis a presenca de oxigénio nfio tenham sido identificadas.

O método de cultura tem sido tradicionalmente usado na avaliago da
microbiota associada com varias doencas infecciosas, incluindo infeccbes de origem
endodontica (SUNDQVIST, 1976; YOSHIDA ef al, 1987; BROOK et al., 1981;
ADERHOLD et al., 1981; OGUNTEBI ef al., 1982; WILLIANS er al., 1983; LABRIOLA
et al., 1983; WASFY ef al., 1992; GOMES, 1995; DOUGHERTY, ef al. 1998; GOMES,
2002). Além disso, a maior vantagem da técnica de cultura € sua capacidade em detectar
microrganismos inesperados, enquanto que procedimentos moleculares geralmente

detectam espécies microbianas determinadas (PAPANOU et al., 1997).

A cultura ainda pode ser utilizada principalmente para a determinacio do padriio
de sensibilidade antimicrobiana das bactérias patogénicas, que estd sempre mudando com a
possibilidade de selecionamento de bactérias resistentes, o que torna ainda mais importante
tal monitoramento, permitindo o desenvolvimento de métodos de agfio para um tratamento
mais eficaz (FINEGOLD ef al., 1988; ROSENBLATT & BROOK, 1993; FORBES er al.,
1998).

Foi utilizado 0 método de cultura e o meio de transporte RTF para conservar os

microrganismos das amostras durante o transporte até o laboratério de microbiologia da
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Disciplina de Endodontia. O uso de meios de transporte preserva a viabilidade microbiana,
inclusive dos anaerdbios, impedindo porém, sua proliferagdo (TRONSTAD ef al., 1987;
GOMES, 1995). Esta propriedade € importante, pois além de permitir contagem fiel do
nimero de células presentes no material clinico, impede que espécies facultativas
proliferem excessivamente, mascarando o crescimento, muito mais lento, de anaerdbios
(VAN STEENBERG ef ai., 1982). Um meio de transporte bastante utilizado € o "Reduced
Transport Fluid" (RTF), que ¢ eficiente em manter a viabilidade e a contagem original de
células at¢ 24h em temperatura ambiente. Outro meio encontrado ¢ Viability Medium
Goteborg Agar (VMGA III) também eficaz para o transporte, no entanio, em até 4h (VAN
STEENBERG et al., 1982). Para SYED & LOESCHE (1972) o RTF parece ser um meio de

transporte satisfatorio para amostras dentais.

Porém, DAHLEN et al. (1993) relataram que a recuperacéio de bactérias Gram-
negativas anaerdbias estritas pelo método de transporte fluido VMGA 111 foi melhor que o
RTF. No estudo de GOMES (1995) discute-se que, com o desenvolvimento de técnicas
anaerobias, a recuperagfo de microrganismos da microbiota de canais radiculares através da
amostragem em meios de transporte e cultivo tem resultados favoraveis. Em outros estudos,
usando a técnica com meio de transporte para recuperar bactérias de canais radiculares
(YOSHIDA et al., 1987; WASFY et ai., 1992), alguns nio obtiveram bactérias cultivaveis.
Também, a direta inoculagfio da amostra da ponta de papel em meio solido pré-reduzido,
por vezes ndo ¢ capaz de recuperar bactérias cultivaveis de alguns canais radiculares como

relatado por GOMES et o/, {19%4a, b),

Entretanto, era de se esperar que os meios de cultura empregados ndo fossem
apropriados para o crescimento de todos os microrganismos. Por exemplo, esperava-se que
0s espiroquetas e micoplasmas ndo sobrevivessem nos meios de cultura usados neste
estudo, e realmente nfo foram isolados. Também o Bacteroides forsythus ndo foi isolado
por ser um microrganismo extremamente dificil de se cultivar. At¢ o presente momento néo
existe uma Unica metodologia que seja capaz de isolar todos os microrganismos presentes

no sistema de canais radiculares infectados (GOMES, 2002).
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Em apenas um canal radicular, o qual o dente encontrava-se cariado com polpa
necrosada, ndo se conseguiu o cultivo de bactérias, podendo assim, indicar falha na técnica
microbiologica ou mimero insuficiente de concentragdio microbiana. Semelhante a este
trabalho, também em outros estudos (YOSHIDA et al., 1987; HIRAI ef al., 1991; WASFY
ef al, 1992; GOMES ef al, 1994ab,; GOMES et al,, 1996a,b,c; BAUMGARTNER er

al.,1999) néo foram obtidas bactérias vidveis em algumas coletas de canais radiculares.

Resultados negativos‘e.ﬁodem indicar auséncia de bactérias, concentragéo
insuficiente bacteriana para qﬁe'ocorra o crescimento em meio de cultura ou falha na
técnica microbioldgica. Ainda assim, nfo pode ser esquecido que a téenica de coleta de
amostras microbiologicas com pontas de papel absorvente, com suas limitagdes, ¢ de muita

ajuda, especialmente na escolha do antibiético mais indicado para casos especificos.

O isolamento das bactérias em placas pré-reduzidas com meios seletivos,
auxiliou na identificacio de muitas espécies bacterianas anaerdbias estritas totalizando 201
microrganismos. Em seguida, foi observada a reagfio de catalase, realizado o método de
coloragio de Gram para demonstrar os microrganismos predominantes e, finalizando, a

identificacfio com a utilizacfio dos “kits” comerciais.

O uso de “kits” comerciais para identificaco pode nfo encontrar aprovagio
universal, mas evita problemas relacionados a variagbes interlaboratoriais. Também
representa um sistema seguro, reproduzivel e disponivel para laboratérios relativamente
nfo especializados, sendo um método acessivel para andlise microbiologica endodontica
(GOMES, 1995; GOMES, 2002).

A presenca de restauracBes (33/60 casos) ou de tratamento endoddntico prévio
(4/60 casos) pode ter influenciade nos resultados microbiologicos, favorecendo o
crescimento de Gram-positivos (188/287 cepas - n=60). Dos 56 casos com polpa necrosada,
31 apresentavam-se restaurados, com microinfiltracéo e 18 dentes cariados. Este ¢ um dado

importante uma vez que, Porphyromonas endodontalis foi isolada e identificada pelo
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método de cultura somente em dentes macroscopicamente intactos e com lesdes periapicais
(SUNDQVIST, 1992a; WASFY ef al., 1992), mas nio de dentes com caries avangadas na
cavidade pulpar (HIRAI ef al., 1991). Os tinicos critérios para que um caso nfo pudesse ser
considerado neste trabalho foram pacientes que haviam recebido antibioticoterapia prévia
de 6 meses, dentes que ndo se conseguiu realizar um correto isolamento absohuto seguido
de uma descontaminagdo adequada e casos em que ndo fol possivel alcangar um
comprimento adequado' do canal radicular durante a coleta das amostras. Entretanto, esta
selecfio € mais representativa das situagdes clinicas encontradas diariamente nos pacientes
indicados para tratamento endoddntico. Cuidados foram tomados na descontaminacdo do
dente, do campo operatério e da cdmara pulpar antes da coleta microbiologica e também na

neutralizacdo dos agentes antimicrobianos para evitar falsos resultados.

Embora ndo se possa afirmar qué exista uma correlagdo absoluta entre um
microrganismo especifico e um aspecto clinico ¢ mesmo uma localizagio clinica de
abscesso, o presente estudo mostrou nfo somente que anaerébios estritos sfo importantes
componentes da microbiota de canais radiculares infectados associados a abscessos
periapicais, mas também, que anaerdbios especificos como Peptostreptococcus prevolii,
Peptostreptococcus micros, Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum e
Prevotella intermedia sio caracteristicamente associados com este aspecto clinico, embora
com significincia estatistica apenas entre a presenca de abscesso submucoso €
Peptostreptococcus  prevotii (p<0,05), e entre abscesso submucoso localizado €
Pepiostreptococcus anaerobius {p<0,05). Em acordo GOMES (2002) investigou a
microbiota de 100 canais radiculares infectados, sendo que abscessos periapicais estavam
presentes em 44 casos e apresentaram significantemente associados com a presenga de

anaerobios tais como Peptostreptococcus micros, P. prevotii (p<0,01).
Autores como BAUMGARTNER e al. (1996), SOUSA (2000), SIQUEIRA et al.

(2001a,b), também encontraram oS mesmos microrganismos, apesar de ndo estarem

estatisticamente relacionados com a presenga de abscessos.
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Outras associagdes observadas foram entre a presenca de edema ¢
Peptostreptococcus spp., Gemella spp. e Gemella morbillorum (p<0,05 para todos). A
presenga de edema relacionado ao dente é geralmente um sinal clinico de processo agudo
na regifio periapical, que freqlientemente, tem a presenca de microrganismos como seu fator
etiolégico. Este resultado esté de acordo com trabalho de GOMES et al. (1994a, 1996a) que
encontraram associagdes estatisticamente significantes entre edema e a presenga de
Prevotella spp., Peplostreptococcus micros e Eubacterium spp.. Também com o trabalho de
GOMES (2002) que observou edema do tecido periodontal ao redor dos dentes examinados
microbiologicamente em 27/100 casos ¢ estava associado com a presenga de
Peptostreptococcus spp. (principalmente P. anaerobius e P. prevotii, ambos p<0,05),
Fusobacterium spp. (especialmente F. necrophorum), Actinomyces spp. e Enterococcus

spp.. (particularmente E. faecalis) (todos p<0,05).

Também foi observada correlagio positiva entre a presenca de exsudato
purulento no canal radicular com a espécie Peptostreptococcus prevotii (p<0,05). No
trabalho de HASHIOKA er al. (1992) observaram correlagio positiva das bactérias
Peptococcus, Peptostreptococcus, Eubacterium lentum, Porphyromonas gingivalis, P.
endodontalis, Bacteroides spp. e canais radiculares com exsudato purulento independente
da presenga de dor espontinea ou provocada. JA SOUSA er al, (2000) investigando 20
canais radiculares com exsudato purulento, ndo obtiveram correlagio estatisticamente
significante entre qualquer espécie encontrada e exsudato purulento. GOMES (2002)
analisando a microbiota de 100 canais radiculares infectados. Observou que em 45 canais
continham exsudato. Porphyromonas, Peptostreptococcus, Fusobacterium e Streptococcus

spp. predominaram nos 27 casos de canais com exsudato purulento (p<0,05).

Dessa forma, pode-se afirmar que ¢ necessdria uma interagdo microbiana para
que exista a doenca. Porém, a mera presenga de bactérias em um tecido {infecgfo) nfo
implica no desenvolvimento da doenca, esta dependera da inter-relagcfio do mimero de

células bacterianas, viruléncia das cepas, duragfio da agressfio e resisténcia do hospedeiro
(GOMES 1995).
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Neste estude (n=60), foi encontrado em 58,3% dos casos examinados (35
canais radiculares) a presenga de Peptostreptococcus spp., ¢ em 45% (27 canais
radiculares) de Fusobacterium spp.. Estes resultados estdo de acordo com o trabalho de
ADERHOLD et al. (1981) que estudando a microbiota de 50 abscessos periapicais agudos,
encontraram em 66% (33) dos casos, cocos anaerdbios Gram-positivos entre eles P.
anaerobius, P. prevotii, P. magnus ¢ P. asaccharolyticus e, LABRIOLA et al. (1983)
encontraram 277 microrganismos diferentes de 50 abscessos orofaciais, destes 22 eram
cocos anaerobios Gram-positivos (Peplostrepfococcus anaerobius, Peptostreptococcus
prevotii, Peptostreptococcus productus, Peptostreptococcus magnus e Peptostreptococcus
asaccharolyticus), embora estes estudos sejam de amostras obtidas por aspiragdo do

abscesso periapical.

De acordo com RAMS et al. (1992) Peptostreptococcus micros que sdo cocos
anaerObios Gram-positivos, tém sido encontrados associados com abscessos endoddnticos
(BROOK et al., 1981; YOSHIDA et al, 1987). Esta espécie ¢ capaz de aumentar a
viruléncia de Porphyromonas gingivalis, Prevotella melaninogenica, bastonetes entéricos,

Pseudomonas e outras bactérias em infec¢des mistas experimentais realizadas em animais
(SUNDQVIST er al., 1979; BROOK, 1988).

Fatores de wviruléncia de Peprostreptococcus micros incluem atividade
enzimdtica proteolitica, elaboracfio de hialuronidase, produc@io de componentes sulfaricos
voldteis de L-cisteina e inibicfio de fibroblastos gengivais humanos e crescimento de célula
epitelial (GOMES, 1995). VAN DALEN er al. (1998) observaram que a espécie de P.
micros desenvolveu atividade sinérgica sobre a viruléncia dos microrganismos Prevolella

nigrescens € principalmente P, intermedia.

Fusobacterium spp., em particular, a espécie Fusobacterium nucleatum, 1€m
também sido relatada ser capaz de produzir abscessos experimentals (BROOK &
WALKER, 1986), alguns dos quais foram associados com reages severas (LEWIS er al.
1988). BROOK & WALKER (1986) relataram que a capacidade da espécie de
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Fusobacterium induzir abscessos subcutineos pode ser correlacionada com a presenga de
uma fina camada mucopolissacaridica na parede celular, podendo ser uma indicagdo de

viruléncia do microrganismo como tem sido reportado para outras espécies anaerGbias
(KASPER, 1976).

As bactérias anaerGbias estritas mais freqlientemente isoladas foram
Peptostreptococcus prevotii, Peptostreptococcu& micros, Fusobacterium necrophorum,
Prevotelia intermedia/nigrescens, Fusobacterium nucleatum e Streptococcus constellatus e,
dentre as anaerGbias facultativas, Gemella morbillorum, Streptococcus mitis €
Streptococcus sanguis. Os resultados deste estudo estiio em concordéncia com os resuitados
de OGUNTEBI ez al. (1982) que examinando abscessos periapicais agudos, encontraram
mais freqiientemente as espécies Fusobacterium nucleatum e Streptococcus mitis.
SABISTON & GOLD (1974) verificaram que Fusobacterium nucleatum foi a espécie com
maior ocorréncia, estando presente em 7 de 8 abscessos investigados ¢ sendo a maior
espécie constituinte da infeccdio em 5 dos 8 casos. Em estudo similar, SABISTON et al.
(1976), de um total de 65 casos de abscessos dentais, relataram que 69% das espécies
isoladas foram bastonetes anaerébios Gram-negativos (24% sendo Fusobacterium
nucleatum) ¢ 48,3% cocos anaerébios Gram-positivos (22,4% sendo Pepfostreptococcus

micros, 15,5% P. anaerobius ¢ 3,4% P. magnus).

Resultado semelhante foi encontrado por WILLIAMS er al. (1983) que
investigando 10 casos com abscessos agudos observaram a maior freqiiéncia das espécies
Fusobacterium nucleatum em 60% dos casos e em 14,8% dos isolados, Peptostreptococcus
micros em 50% dos casos ¢ em 17,7 % dos isolados e P. anaerobius em 10% dos casos e
em 2,7% dos isolados. HEIMDAHL et al. (1985) relataram que Fusobacterium nucleatum

foi freqlientemente associada com infec¢des odontogénicas agudas.
Outras espécies de Peptostreptococcus foram encontradas tais como, P.

anaerobius em 6,6% dos casos, P. magnus, P. tetradius e P. asaccharolyticus, todas em

3.3%. Embora a literatura destaque mais a presenca da espécie Peprosireplococcus micros
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nas analises microbiologicas de abscessos periapicais, os resultados do presente trabatho
mostram mator prevaléncia da espécie bacteriana Peptostreptococcus prevotii em 36.7%

dos casos investigados (22 canais radiculares).

A espécie bacteriana Gemella morbillorum foi encontrada em 31,7% dos casos
(19 canais radiculares), similar a WASFY ef al. (1992) que encontraram este isolado como
um dos mais freqiientes, em 47,4% dos casos analisados. Estes autores agruparam esta
espécie com as anaerdbias estritas, similar aos estudos de KANTZ & HENRY (1974) ¢
SABISTON et al. (1976), embora estes (itimos citem que Gemella morbillorum ¢ uma
espécie aerotolerante, como classificada por MORSE (1987); SUNDQVIST ef of. (1992b);
GOMES (1995) e também no presente estudo.

O género Streptococcus tem sido reportado como um dos grupos de
microrganismos mais encontrados em canais radiculares infectados, sendo o Strepfococcus
mitis um dos microrganismos mais comuns do grupo (SUNDQVIST, 1992a). No presente
estudo este microrganismo foi encontrado em 13 de 60 canais radiculares, tornando-o o
microrganismo mais prevalente do grupo. Também em marcante presen¢a o Streptococcus
sanguis em 11 de 60 canais radiculares. Em estudos anteriores (SABISTON er al., 1976;
OGUNTEBI er al., 1982; WILLIANS et al., 1983), as espécies S. mitis € S. sanguis foram
encontradas predominantemente em casos de abscessos endodonticos. WASFY ef al.
(1992) encontraram S. mitis em 7 de 78 canais radiculares (8,9%), sendo que este trabalho
foi realizado através de amostras de canais radiculares pelo método de cultura como no
presente estudo. SIQUEIRA er al. (2002) investigando a presenca de espécies de
Streptococcus, Actinomyces e Enterococcus em canais radiculares infectados através do
método de hibridizagdo de DNA-DNA, obtiveram a identificacdo de 33,3% (9/27) de
Streptococcus spp., sendo que ndo observaram a presenga do Streptococcus mitis (0/27) nos

casos de abscessos periapicais e somente 7,4% (2/27) da espécie Streptococcus sanguis.

Streptococeus sanguis, segundo DRUCKER e a¢f. (1992) tem sido associado

com endocardite infecciosa, que ¢ fatal em 10% dos casos. Algumas espécies de
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Streptococcus milleri, que ¢ moderadamente cariogénico, tém sido associadas com
abscessos cerebrais e do figado. Apesar de muitos microrganismos ndo estarem associados
com determinados sinais e sintomas de origem endoddntica, seu potencial de envolvimento

nas infecgGes sistémicas nfo deve ser esquecido.

Streptococcus constellatus foi também uma das espécies bacterianas mais
encontradas neste estudo, presente em 12 dos 60 canais radiculares investigados (20%).
Qutros autores (SABISTON et al., 1976; KULEKCI er al., 1996; GOMES et al., 1996a,b)
também encontraram esta espécie, embora em menor prevaléncia. Em acordo com o
presente trabalho SIQUEIRA et al. (2001¢) avaliando 27 amostras de abscessos periapicais
agudos através do método de hibridizagio de DNA-DNA, observaram a presenga de
Streptococcus constellatus em  25,9% (7/20 canais radiculares) sendo uma das espécies

mais prevalentes.

Outras espécies de Streptococcus foram encontradas no presente estudo, tais
como S. oralis (6/60), S. anginosus (3/60), S. acidominus (2/60), ¢ S. intermedius, S.
salivarius e S. mutans todas (1/60), totalizando 50 de 287 microrganismos do género
Streptococcus presentes em 37 dos 60 canais radiculares examinados (61,6%) mostrando a
grande incidéncia e diversidade de espécies presentes nos canais radiculares com abscessos

periapicais.

Autores sugeriram que 0s Streptococcus spp. podem ser importantes nas fases
iniciais da formagfo do abscesso, preparando o ambiente para subseqiiente invasio
anaerdbia, agindo sinergicamente com as bactérias anaerébias (ADERHOLD er al., 1981;
LEWIS et al., 1986a; LEWIS e al., 1988).

Outro género muito encontrado foi a Prevotella, presente em 21/60 canais
radiculares sendo nfo pigmentadas a Prevotella buccae em 5/60 canais radiculares, P.oralis
e P.oris em 2/60 e P.bivia em 1/60. Também foram observadas as bactérias pigmentadas de

negro como a Prevotella intermedia/nigrescens em 16/60 canais radiculares, Prevotella
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corporis  (6/60), Prevotella loescheii (3/60), Prevotella melaninogenica (3/60).
Porphyromonas spp. fol encontrada em menor freqliéncia sendo Porphyromonas gingivalis
e Porphyromonas asaccharolytica ambas em 1/60 canais radiculares, GOMES et al. (1995)
compararam a inoculagdo direta sobre meio sélido das amostras bacterianas de
Porphyromonas endodontalis € Porphyromonas gingivalis através de pontas de papel
absorvente, com a inoculagdo das pontas no meio de transporte (RTF) e observaram que o
primeiro método {colocagdo direta das pontas de papel em meio sélido) permitiu recuperar
maior numero desses microrganismos. No presente estudo, como ja citado, foi utilizado
também o meio de transporte RTF podendo entdo sugerir que este ndo influencia a

recuperagio de bactérias pigmentadas de negro.

OLIVEIRA er al. (2000) com o propésito de identificar P. endodontalis em 44
canais radiculares com polpas necrosadas através do método de PCR observaram que a
P.endodontalis foi detectada em 39,5% dos casos (17/43 casos) e estava presente em 4 de 6
casos com abscesso periapical agudo (66,7%). Os autores afirmam que a alta prevaléncia de
P. endodontalis em abscessos perirradiculares agudos sugere que esta bactéria tem
potencial para ser um importante patogeno endoddntico. Estes resultados contrastam com o
presente estudo, pois nfio foi possivel a recuperagdo deste microrganismo através do
método utilizado, o método de cultura. KHERNALEELAKUL et ol 2002 também nio
conseguiram recuperar Porphyromonas endodontalis de coletas aspiradas de abscessos
endoddnticos agudos. Resultados de trabalhos que utilizaram o método de cultura
revelaram a presenca de P. endodontalis em canais radiculares infectados entre 0% a 7%
(HAAPASALO er al., 1986; SUNDQVIST ef al., 1989; DOUGHERTY e al., 1998;
BAUMGARTNER et al., 1999).

Devido a P. endodontalis ser altamente sensivel ao exigénio, OLIVEIRA ef al.,
2000 afirmam que esta pode ser uma razo pela qual a espéeie nfio ¢ facilmente detectada
pelo método de cultura. Seria entfo, uma sugestdio correlacionar o resultado do presente
estudo com método molecular para a deteccio de P. endodontalis. Entretanto, SIQUEIRA

et al. (2001¢) avaliando a microbiota de abscessos perirradiculares agudos pelo método de

122



hibridizacio de DNA-DNA observaram a presenca de P. endodontalis em apenas 4 dos 27
casos investigados. Além do mais, DYRNOCK ef al. 1996 e BAUMGARTNER et al. 2002
mencionaram que diferentes populagtes tém correspondentemente diferentes composicdes
de microbiota, ainda afirmam que talvez espécies de Porphjfmmonas podem consistir em

cepas cultivaveis e nfo-cultivaveis.

GOMES et al. (1995) afirmam que é necessario o minimo de concentragdo -
desses microrganismos para o seu isolamento com a técnica de cultura, e por conseqiiéncia,
para 0 seu reconhecimento na situag8io clinica. GOMES (1995) pressupde que se
Porphyromonas spp. estio presentes em baixa concentragfio, sera dificil detectar sua

presenca pelo uso de métodos de cultura,

Assim, a bactéria pigmentada mais encontrada no presente trabalho foi
Prevotella intermedia/nigrescens em 16/60 canais radiculares. Prevotella intermedia tende
a estar mais associada com doengas periodontais enquanto que P. nigrescens
(fenotipicamente similar a P.infermedia) com locais sauddveis da cavidade oral
Entretanto, ambas tém sido isoladas tanto de dentes sintomaticos como assintomaticos
(HAAPASALO ef al, 1986; PANTERA et al., 1988). Estudos tém sugerido que P.
nigrescens € o bacilo produtor de pigmento negro mais freqlientemente encontrado nas
infecgdes endodonticas (GHARBIA ef al., 1994; BAE er al., 1997; DOUGHERY et al.,
1998; BAUMGARTNER et al., 1999),

Devido ndo constar nas bases de dados dos "kits" de identificagido bacteriana
adotados para o presente estudo a identificacio para a espécie Prevotella nigrescens, esta
foi identificada com a nomenclatura Prevotfella intermedia/nigrescens, sendo que até o
momento a espécie Prevotella nigrescens € somente identificada através de métodos ndo-

bioguimicos (por exemplo PCR).

Estes resultados estio em desacordo com os trabalhos de WASFY et al. (1992)

que identificaram bactérias pigmentadas de negro em 56,5% das coletas de canais
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radiculares infectados, dos quais 39,7% eram Prevotella intermedia, embora esta espécie
tenha sido uma das mais freqiientemente encontradas no presente estudo com 26,7%.
Entretanto, nos estudos de OGUNTEBI er al. (1982); WILLIANS er al. (1983);
LABRIOLA et al. (1983) as bactérias pigmentadas de negro foram encontradas em menor
frequéncia estando compativel com os resultados deste estudo. VAN WINKELHOFF et al.
(1985) admitem a dificuldade em recuperar estas espécies bacterianas. GOMES (2002)
encontraram bacilos produtores de pigmento negro em 24/100 canais radiculares
infectados, sendo que destes 22 estavam com polpa necrosada. Corresponderam 4s espécies
Porphyromonas  gingivalis (4/24), Porphyromonas endodontalis (3/24), Prevotella
intermedia/nigrescens (11/24), Prevotella corporis (8/24), Prevotella loescheii (4/24),
Prevotella denticola (1/24) € Prevotella melaninogenica (1/24).

No estudo de BROOK ef al. (1981) analisando abscessos periapicais de
criangas, através de amostras obtidas por aspiragdo, encontraramn bactérias anaerobias em
todos os espécimes observados. No total de 53 isolados bacterianos, 20 eram Bacteroides
spp. incluindo § “Bacteroides melaninogenicus”, 3 “Bacteroides oralis” ¢ 3 “Bacteroides
corrodens™;, 5 Fusobacterium spp., 17 eram cocos Gram-positivos anaerdbios entre eles 3
“Peptococcus” constellatus, 4 Peptostreptococcus micros e 7 eram bacilos Gram-positivos

anaerobios sendo 3 Actinomyces spp. e 3 Lactobacillus spp..

As bactérias pigmentadas de negro, neste trabatho, nfio foram nunca isoladas
como Unicas espécies nos canais investigados, estando sempre em combinacdo com outras
bactérias, principalmente com as Gram-positivas, confirmando a existéncia de sinergismo
bacteriano, que seria um fator determinante do potencial patogénico destas espécies
(BAUMGARTNER er al, 1992; GOMES ef al, 1994a; GOMES 2002). Além disso, a
presencga de outras espécies parece ser necesséaria para diminuir a tensdo de 6xido-redugfio
nos canais radiculares a um nivel adequado para o crescimento de Porphyromonas spp. €
Prevotella spp., e sem estes microrganismos, as bactérias pigmentadas de negro ndo
conseguiriam sobreviver (GOMES er al, 1994a). Estas bactérias 1ém necessidades

nufricionais especificas que sdo fornecidas por determinados microrganismos, como a



hemina que ¢ liberada por Veillonella spp. por exemplo. Ja a necessidade de vitamina K ¢
fornecida por Campylobacter spp., e succinato fornecido por Fusobacterium spp.,
Eubacterium, spp., Peptostreptococcus spp., Capnocytophaga spp., Eikenella corrodens,

Streptococcus spp, Actinomyces spp., ¢ podem favorecer como subprodutos metabodlicos
(SUNDQVIST, 1994).

Prevotella e Porphyromonas encontradas nas infecgdes dos canais radiculares
| produzem virias enzimas que contribuem para sua patogenicidade. Muitas destas enzimas
estdo envolvidas na reabsorgfio dssea e destruigfio tecidual. De interesse especial so as
enzimas capazes de degradar ou inativar proteinas plasméticas humanas envolvidas na
defesa do hospedeiro. Imunoglubulinas e fatores de complemento, assim como inibidores
de proteinas plasmaticas do codgulo, sistema fibrinolitico e de cininas exercem um papel
importante nas varias fases da defesa do hospedeiro contra a invasao de microrganismos,
Muitas destas proteinas plasmaticas sfio degradadas ou inativadas pelas espécies produtoras
de pigmento negro dentro do género Porphyromonas e Prevotella (SUNDQVIST, 1994). A
capacidade de P. endodontalis, P. gingivalis, P. intermedia e P. loescheii de degradar
imunoglobulinas e fator C3 do sistema de complemento é relevante, pois pode prejudicar o
processo de fagocitose, no qual imunoglobulinas e o fator C3 sfo importantes opsoninas
(CARLSSON er al., 1984a; CARLSSON er al., 1984b; SUNDQVIST er al., 1984;
SUNDQVIST et al., 1985; SUNDQVIST, 1994).

Pode-se observar no presente estudo também, embora em pequena amostra, a
presenca de espécies de Enferococcus, estando o Enferococcus faecalis presente em 3 de 56
canais radiculares necrosados (infeccfio priméria) e em 1 de 4 canais radiculares com
tratamento endoddntico prévio. G Enterococcus faecium esteve presente em 1 canal
radicular necrosado. O Enterococcus faecalis, (cocos Gram-positivo anaerobio facultativo)
€ um microrganismo adaptado a ambientes ecologicamente complexos da cavidade oral,
trato gastrointestinal ¢ vaginal. Embora tenha sido ocasionalmente detectado em canais
radiculares infectados (infecglo priméria), estudos tém revelado que este microrganismo

pode ser encontrado em infeccGes persistentes (MOLLER, 1966; SUNDQVIST er al,
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1998). Baseado em diversos estudos (NAIR ef al., 1990a,b; MOLANDER er al., 1998;
SUNDQVIST er al., 1998; PECIULIENE ef gi., 2000; PINHEIRO, 2000; PECIULIENE et
al., 2001; GOMES 2002) que comprovam que esses microrganismos podem ser a causa da
persisténcia de infecgdes endoddnticas, a investigagdo de sua presenca em infecgdes
primarias assume especial importincia. SIQUEIRA er al. (2002) investigaram a prevaléncia
do Enterococcus faecalis em canais radiculares com infecgdo priméria e verificaram a
presenca deste microrganismo em 3 casos assintomaticos e em 1 caso com abscesso
periapical agudo. Resultado este, compativel com o presente estudo, mostrando a pequena
quantidade de Enterococcus faecalis em canais radiculares com infecgdes primarias, porém
presente. Além do mais, a ocorréncia de £. faecalis pode teoricamente, colocar em r1isco o
resultado da terapia endodontica. Dessa forma, outra sugestfio seria uma investigagio para

delinear a participagfio desses microrganismos nas infecgdes endoddnticas primarias.

Em 60 canais radiculares infectados associados a abscessos periapicais
analisados, um apresentou cultura negativa e, dos 59 canais radiculares restantes, foi
isolado de 1 a 14 espécies bacterianas. Na suposi¢dio de que a microbiota de dentes
associados a abscessos periapicais deva conter uma quantidade minima de espécies
necessdrias para produzir doenca, a média de espécies bacterianas encontrada por canal
radicular neste estudo foi 4,8. Este resultado ¢ compativel com outros estudos que relataram
valores entre 2.5 e 6,0 (SABISTON et al., 1976; SUNDQVIST, 1976; ADERHOLD ef al.,
1981; BROOK e al., 1981; OGUNTEBI er af., 1982; WILLIANS ef al., 1983; YOSHIDA
et al., 1987, WASFY er al., 1992; BAUMGARTNER er al., 1999; VAFAIL er al., 1999;
JUNG et al., 2000; OLIVEIRA e al., 2000; SIQUEIRA e al., 2001b; GOMES 2002).

Embora em pequena amostra, no presente estudo, 3 casos ocorreram presenca de
abscesso periapical em dentes com coroa higida, sem evidéncia de carie ou doenga
periodontal e, com necrose pulpar determinada através de testes de sensibilidade térmica.
As bactérias encontradas foram P. prevotii, F. necrophorum S. constellatus e P. micros em
um dos casos, no outro P. prevotii, F. necrophorum S. consiellatus, P. anaerobius ¢

Gemella morbillorum, e no terceiro caso a presenga de Prevotella intermedia,
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Streptococcus mitis, Gemella maorbillorum e Cardiobacterium hominis caracterizando
presenga de microbiota mista anaerObia. De acordo com CSERNYEI (1939) a
contaminagdo pulpar pode ocorrer por via anacorética, pois bactérias presentes na corrente
sangiiinea tém a capacidade de localizar e colonizar 4reas de polpa inflamada de dentes
traumatizados, mesmo ndo havendo exposicio pulpar a cavidade oral. Se a resisténcia do
hospedeiro ndo for suficientemente competente para erradica-las, estas bactérias e seus
produtos téxicos persistem e induzem um processo inflamatodrio destrutivo. Dessa forma,
essa via de contaminagdo poderia explicar a infec¢Sio pulpar em dentes traumatizados
portadores de coroa dental higida. Outra hip6tese é a ocorréncia de trincas de esmalte e
fissuras em dentes traumatizados, por onde as bactérias podem invadir os tibulos
dentindrios expostos, os quais ndo oferecem maior resisténcia, uma vez que o seu conteido
encontra-se necrosado ¢ sem fungfio, como resultado da necrose pulpar advinda do trauma
(WITTIGOW & SABISTON, 1975; SUNDQVIST, 1976).

As diferengas na freqtiéncia de isolamento microbiano de um estudo para outro
se d4 provavelmente devido a um grande nimero de variaveis que incluem a técnica de
coleta de amostras; o meio de transporte utilizado; o meio de cultura € os métodos de
incubacdo e identificacdio. Podendo ser também devido as diferentes quantidades de
amostras investigadas em cada estudo e/ou estagio da infecgdo. Ainda, BAUMGARTNER
et al. 2002 mencionaram que diferentes populagbes podem apresentar diferentes

microbiotas.

A lista de microrganismos identificados estd na TAB. 4, sendo compativel com
os encontrados na literatura consultada. Portanto, os resuliados sugerem que a técnica de
coleta bacteriana empregada com isolamento absoluto do dente e desinfec¢dio com

hipoclorito de s6dio foram efetivos no controle de contaminantes no campo operatorio.
Este trabalho mostrou que anaerdbios estritos € os estreptococos sdo importantes

componentes da microbiota de canais radiculares infectados. Também indicou que

anaerdbios especificos estdo relacionados com os sinais e sintornas de origem endodéntica.
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E importante que estes dados sejam obtidos periodicamente, para monitorar
possiveis mudancas nos tipos de microrganismos responsaveis pela formacio de abscessos

periapicais.
6.2. Analise da suscetibilidade antimicrobiana

A selecio de métodos para teste de suscetibilidade de anaerdbios estritos tem
apresentado grandes dificuldades. Métodos desenvolvidos para microrganismos de
crescimento rapido, como aerdbios, tentaram ser adaptados as necessidades dos anaerdbios
estritos, mas mostraram problemas na padroniza¢io ¢ ndo conseguiram reproduzir
resultados fi¢is (WEXLER, 1993).

Segundo DUERDEN (1995) essas dificuldades sio geradas por varias razdes
dentre elas € o fato de que os anaerdbios estritos tendem a crescer mais lentamente que
muitos aerdbios e seguem o mesmo caminho os anaerdbios facultativos; também o
equilibrio entre o efeito de antimicrobiano, crescimento bacteriano, ¢ a degradagfio do
antibidtico podem variar muito mais para os anaerébios estritos. Essas caracteristicas
afetam principalmente os resuliados dos testes de suscetibilidade com disco. Muitos
anaerobios estritos necessitam de meios mais enriquecidos (vitamina K e hemina), que
aqueles usados para os testes de aerobios. Os meios de cultura sio mais dificeis de serem
padronizados, e podem ocorrer interagdes entre os componentes do meio, por exemplo o
sangue e o antibiGtico. A presenca da fermentacdo de meios enriguecidos pode levar a uma
significante queda no pH do meio durante a incubacfo e, conseqlientemente, alterar 0s
resultados dos antibidticos sensiveis & alteragio de pH. Muitos anaerdbios necessitam de
CO; e, por isso, todas as misturas padrdes de gés para anaerébios contém CO» , fazendo
com que haja mais redugfio do pH do meio. Qutra razio € que alguns anaerdbios estritos
ndo crescem adequadamente em pequenas concentragdes nos indculos (padrdes
recomendados para testes de suscetibilidade) assim, o crescimento dessas espécies

bacterianas pode ser inadequado, dificuftando a obtencio dos resultados.
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Testes de suscetibilidade com discos nfo sfo recomendados pela NCCLS para
anaerdbios de crescimento lento. Os métodos recomendados sfo baseados em diluigio em
agar, microdiluico em caldo ou macrodiluico. Alguns desses métodos nfio tém sido

inteiramente satisfatorios e ndo sdio apropriados para testes de isolados clinicos individuais.

A alternativa utilizada esta sendo o “Epsilometer test” (E-fest) que oferece a
possibilidade de teste de suscetibilidade e determinagfio da concentrago inibitoria minima
para isolados individuais (DUERDEN, 1995). CITRON et al. (1991) afirmaram que o E-
test constitui-se de um método confidvel para teste de suscetibilidade, tanto de bactérias

anaerobias de crescimento rapido, quanto aquelas de crescimento mais lento.

BOLMSTRON (1993) relata que os testes baseados em gradiente de
concentragdo de antibidtico podem ser realizados e reproduzidos, somente se este gradiente
estiver bem definido e permanecer estavel durante o periodo de tempo critico de
crescimento dos microrganismos a serem testados. O tempo critico para o crescimento das
bactérias anaerébias pode variar de 5 a 12 horas. A autora ainda afirma que o E-fest
apresenta um gradiente de concentragfo do antibidtico bem definido, cobrindo 15 niveis de
diluigdes e quando colocado sobre o 4gar, este se mantém estavel por no minimo 12 horas,

tempo critico do inicio do crescimento da maioria das bactérias anaerobias estritas.

O meio de cultura escolhido para o teste de suscetibilidade (E-fes?) foi ¢
Brucella dgar adicionado de 5% de sangue desfibrinado de carneiro, suplementado com
vitamina K e menadiona para melhores condi¢Ges de crescimento das bactérias anaerébias
estritas, produzindo CIMs consistentes ¢ compativeis com a literatura. CITRON er al.
{1991) observaram menores discrepancias nas CIMs dos antibiéticos testados quando
utilizaram o Brucella 4gar como meio de cultura para as bactérias, quando compararam
com 0 “Wilkens-Chalgren” agar. Resultados similares foram encontrados por COUROUX
et al. (1993), com a preferéncia para Brucella agar suplementado. BOLMSTROM (1993)
também utilizou Brucella dgar suplementado com vitamina K ¢ menadiona e observou bom

crescimento bacteriano e resultados consistentes de CIMs.
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Quanto ao tempo de incubacfo para o teste de suscetibilidade, como regra geral,
um periodo de 24 horas de incubacfo nfo é suficiente para obter um resultado do E-fest
possivel de ser interpretado, quando se trata de espécies anaerdbias estritas. Em 1992,
WUST & HARDEGGER observaram resultados mais definidos na leitura apds 44 horas
quando comparado com a leitura de 20 horas. No estudo de ROSENBLATT &
GUSTAFSON (1995) os autores reportaram que 64% das espécies anaerdbias testadas pelo
E-test puderam ser interpretadas apds 24 horas de incubacfio. Entretanto, 95% dos mesmos
testes puderam ser interpretados apos 48 horas de incubagfo, semelhante ao que ocorreu no
presente estudo, sugerindo assim que a melhor op¢dio é a incubagfio de 48 horas obtendo-se
assim, uma leitura dos resultados mais definida. Além do mais, BOLMSTROM, 1993
afirma que a CIM da clindamicina deve ser confirmada com 48 horas de incubaco para a

obteng@o de um resultado confidvel.

As concentragBes inibitérias minimas determinadas pela NCCLS t€m sido
usadas em varios estudos bacterioidgicos (NACHNANI er al, 1992; VAN-
STEENBERGEN et al., 1993; ROSENBLATT & GUSTAFSON, 1995; CONTI ef al.,
1999; POULET ef al. 1999ab; KURIYAMA ef al., 2000; KURIYAMA ef al., 2001).
Entretanto, as CIMs determinadas pela NCCLS podem ser muito rigorosas para alguns
antibidticos, uma vez que estdo abaixo da concentragfio do antibidtico nos tecidos. Além
disso, espécies resistentes a especifico antibidtico de acordo com o critério da NCCLS,
clinicamente podem ser suscetiveis a este antibidtico, pois pode haver influéncia de outros

fatores, como a localizago da infeccfio ou a dose administrada (KURIYAMA ef al., 2000).

As espécies de Peplosireptococcus prevotii, Peplosireptococcus micros,
Fusobacterium necrophorum, Prevotella intermedia ¢ Fusobacterium nucleatum foram
testadas confra os antibiéticos benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina combinada com
acido clavuldnico, metronidazol, cefaclor, clindamicina, azifromicina e eritfromicina. As
espécies de Peptotreptococcus prevotii mostraram suscetibilidade em 83,3% ao antibidtico

metronidazol, Fusobacterium necrophorum revelaram suscetibilidade em 90,9% sendo que



as espécies Peptostreptococcus micros e Prevotella intermedia mostraram-se sensiveis em

100% a este antibiGtico.

Autores observaram que nos testes de suscetibilidadé com o metronidazol, a
incompleta anaerobiose pode levar a um resultado falso resistente para microrganismos
anaerdbios (BRAZIER et al., 1992; PALMER et al., 1994). POULET et al. (1999a)
avaliaram a suscetibilidade de microrganismos anaerdbios contra metromidazol e
observaram a excelente atividade desta droga contra P. intermedia, P. gingivalis e
Fusobacterium spp.. Também em 1999b POULET er al. demonstraram uma oOfima
atividade do metronidazol contra P. infermedia, sendo suscetiveis em 100% das espécies.
BOLMSTROM, 1993 relata que a anaerobiose é rapidamente encontrada dentro das
primeiras poucas horas, e que o resultado de falsa-resisténcia poderia ser evitado se o
metronidazol for utilizado com placas pré-reduzidas. Assim foi realizado o presente estudo,

utilizando placas pré-reduzidas em todo o experimento.

Embora as CIMs da azitromicina e eritromicina para as bactérias anaerdbias
estritas ndo foram ainda determinadas pela NCCLS foi observado que as espécies de
Peptotreptococcus  prevorii  revelaram  suscetibilidade em 83,3% aos antibidticos
azitromicina e eritromicina. Fusobacterium necrophorum mostraram a suscetibilidade em
90,9% ao antibidtico azitromicina e ainda em 63,3% de suscetibilidade a eritromicina.
Fusobacterium nucleatum revelaram sensibilidade em 90% ao azifromicina ¢ somente em
10% a eritromocina. Peplostreptococcus micros € Prevotella intermedia  mostraram-se

sensiveis em 100% aos antibi6ticos azitromicina e eritromicina.
Para 0s demais antibioticos {benzilpenicilina, amoxicilina,
amoxicilina/clavulanato de potassio, cefaclor, clindamicina) testados no presente estudo

todas as espécies mostraram-se sensiveis.

Esses resultados coincidem com os achados de YAMAMOTO ef al. (1989) que

verificaram alta sensibilidade de 60 espécies de Peprostreptococcus isoladas de canais
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radiculares com periodontites apicais agudas, quando testadas contra as drogas penicilina,
tetraciclinas, eritromicina e gentamicina, afirmando que as penicilinas sfo as drogas
indicadas, quando necesséarias, como suporte ao tratamento de canais radiculares com
periodontite periapical aguda. Porém, HUNT & MEYER (1983) detectaram o aparecimento
de resisténcia entre espécies de Peptostreptococcus, verificando que aproximadamente 15%
das espécies isoladas eram resistentes a penicilina e ampicilina, contradizendo o estudo de
HUNT er al. (1978) no qual observaram, que as espécies de Peptostreptococcus ndo
apresentaram resisténcia aos antibidticos testados {(ampicilina, cefalotina e penicilina).
Também observaram que em 31 espécies testadas, 16 mostraram resisténcia a eritromicina.
Esta variagfio de resultados pode ser devido 4 época diferente desenvolvida pelos estudos
sugerindo assim a necessidade de monitoramento constante da suscetibidade microbiana,

principalmente com o aparecimento de espécies resistentes.

Qutros trabalhos como de APPELBAUM ef al. (1990a); CITRON et al. (1991);
APPELBAUM et al. (1992); CULLMANN ef al. (1993); DAHLEN et al. (1993);
KURIYAMA et al. (2000) estdo de acordo com os resultados do presente estudo.

Eritromicina e clindaminicina tém sido prescritas para pacientes alérgicos a
penicilina. Contudo, tem-se observado que a eritromicina nio ¢ efetiva contra
Fusobacterium spp. (KURIYAMA et al., 2000, 2001), estando de acordo com o presente
estudo onde Fusobacterium nucleatum mostrou suscetibilidade em 10% das espécies contra
a eritromicina e Fusobacterium necrophorum em 63,3%. Para a clindamicina o presente
estudo verificou sensibilidade de todas as espécies testadas como verificado por
KURIYAMA et al., 2000, 2001.

Segundo WALKER (1992), a eritromicina tem sido ineficaz contra a maioria
das bactérias Gram-negativas, devido sua incapacidade de penetrar no complexo membrana
externa-parede celular. Enquanto que FASS (1993), afirma que a azitromicina tem boa agéo

contra as bactérias Gram-negativas, ¢ que presumivelmente se deve a wma melhor
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penetraciio da droga através da membrana externa e parede celular. Porém, segundo o autor,

a azitromicina ¢ menos ativa que a eritromicina contra bactérias Gram-positivas.

A diferenga nos resultados dos vérios estudos pode ser devido a diferentes
épocas em que sfo realizadas as pesquisas, ou devido a diferentes areas geograficas onde

sdo realizados os testes, comprovando a necessidade de que estudos como estes devem ser

realizados periodicamente.

O método do E-fest foi escolhido para o presente estudo, devido a dois critérios
principais: por apresentar boa correlagio com o método referente recomendado pela
NCCLS (diluigdo em meio sélido) e, por ser um método simples, rdpido e capaz de
reproduzir resultados adequados durante o estudo de bactérias anaerdbias estritas (CITRON
etal., 1991).

Com os resultados obtidos neste estudo e confrontando-os com a literatura,
podemos concluir que ha presenca de microbiota mista com predomindncia de bactérias
anaerobias QGram-positivas nos canais radiculares infectados associados a abscessos

periapicais, com a espécic Peptostreptococcus prevotii como a mais representativa das

bactérias encontradas.

Os abscessos periapicais foram classificados guanto a localizacfio e o abscesso
periapical submucoso foi o mais encontrado em 39 de 60 casos, sendo 31 difusos, sendo
que nestes casos, em 14 houve a presenca da espécie Peprostreptococcus prevotii, seguida
de 11 casos com Gemella morbillorum, 10 com P. micros e P intermedia, 9 casos com
Fusobacterium necrophorum, e 7 casos com F. nucleatum. Enquanto que espécies de
Streptococcus entre elas S. sanguis (8/20), S. mitis (7/20), S. constellatus (6/20) estavam
presentes em 20 dos casos com abscesso submucoso difuso. Porém, na analise estatistica
observou-se que houve correlagfio positiva significante entre 0 Abscesso submucoso (n=39)
com a espécie Pepiostreptococcus prevotii (n=22) (p<0,05). No presente estudo nio foi

possivel realizar coletas microbiolégicas de canais radiculares com abscessos periapicais



extra-orais pois estes s@o atendidos no centro cirtrgico com administragio de
antibioticoterapia, um dos critérios utilizados para a exclusfic no presente trabalho.
Também SOUSA (2000} encontrou 2 abscessos na fase intra-dssea, 5 na fase subperiostea,
17 na fase submucosa, sendo 13 difusos e 4 localizados e 6 na fase de fistulizagfio, 5 com
fistula intra-oral € 1 extra-oral. Estes resultados sugerem a prevaléncia dos abscessos
submucosos. A autora nfo encontrou nenhuma associagio estatisticamente significante
entre a presenca de abscessos periapicais com qualquer das espécies bacterianas estudadas.
GOMES (2002} investigando 100 canais radiculares infectados, observaram abscessos
periapicais presentes em 44 casos e apresentaram significantemente associados com a
presenca de anaerébios tais como Peptostreptococcus micros, P. prevotii e Fusobacterium
necrophorum (p<0,01). Foram diagnosticados 5 abscessos na fase intra-6ssea, 5 na fase
subperiostea, 22 na fase submucosa, sendo 18 difusos e 4 localizados e 12 na fase de

fistulizacfio, 11 com fistula intra-oral e 1 extra-oral. Também encontrou a prevaléncia dos

abscessos submucosos.

Diante destes resultados as espécies bacterianas anaerObias  estritas
Peptostreptococcus prevotii, Peptostreptococcus micros, Fusobacterium necrophorum,
Prevotella intermedia ¢ Fusobacterium nucleatum foram testadas através do E-fest e
apresentaram-se sensiveis aos antibidticos benzilpenicilina, amosxicilina,
amoxicilina/clavulanato de potassio, e clindamicina. Dessa maneira pode-se sugerir,
quando necessaria a antibioticoterapia, a amoxicilina como a primeira escolha nos casos de

abscessos periapicais, ¢ para os pacientes alérgicos a penicilina, uma opgfo interessante

seria a clindamicina.

DAILEY & MARTIN (2001) observaram que a maioria dos pacientes atendidos
na emergéncia clinica dental com infecgdes localizadas como abscessos periapicais foram
medicados com a amoxicilina. Afirmam que os antibidticos devem ser usados como um

auxiliar para os abscessos periapicais agudos € ndo como um tratamento.
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O uso indiscriminado de antibidticos para complementar tratamento
odontologico deve ser evitado pois, pode levar a sérias conseqiiéncias incluindo reagdes
alérgicas as drogas usadas, desenvolvimento de superinfecgles com espécies bacterianas
resistentes e exposigio desnecessaria de pacientes a certas toxicidades e efeitos colaterais

dos medicamentos (FOUAD et ¢l., 1996).

HEIMDAHAL (2000) afirma que nas infecghes graves, os agentes
antimicrobianos sfo geralmente selecionados empiricamente, mas os principais fatores na
escolha deles s3o: a) suscetibilidade antimicrobiana dos microrganismos mais
freqilentemente envolvidos nas infecgdes odontogénicas, b) propriedades farmacologicas da
droga e da melthor via de administracfio; ¢) efeitos colaterais dos agentes administrados.
Resultados da coloragdo do Gram, produgfio de B-lactamase, métodos laboratoriais de
identificac@o rapida e cultura irfio, dentro de 48 horas na maioria dos casos, confirmar ou

modificar a terapia empirica.

O desenvolvimento de infec¢des endoddnticas esté relacionado com interagdes
microbianas. Porém, a defesa do hospedeiro, a natureza dos microrganismos, presenga de
agentes antimicrobianos ou inibidores, e outras pressdes seletivas, dos quais ocorrem no
ambiente endodontico, também desempenham um importante papel na formacio da
infecclio. Além do mais, a eficiente instrumentagfio e irrigacdo com agentes irrigantes
apropriados, seguido de um selamento coronario eficiente deve ser capaz de impedir que a

infecgdo se dissemine.

Sao necessdrias novas pesquisas para o maior conhecimento do padrdo de
suscetibilidade das bactérias associadas a canais radiculares com abscessos periapicais, para

um constante monitoramento desses microrganismos.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, nas condigbes experimentais deste estudo,

pode-se concluir que:

1- Canais radiculares de dentes associados a abscessos periapicals apresentaram

microbiota mista com predomindncia de bactérias anaerdbias Gram-positivas;

2- A localizagio clinica mais freqiiente dos abscessos periapicais estudados foi

submucosa, na maioria dos casos encontrando-se difusa;

3- Houve correlagiio positiva entre o abscesso submucoso com a espécie
Peptostreptococcus prevotii e entre abscesso submucoso localizado com a espécie

Peptostreptococcus anaerobius,

4- Houve associagdes entre sinais e sintomas clinicos tais como edema e
Peptostreptococcus sp., Gemella sp., € Gemella morbillorum, e a presenga de exsudato

purulento no canal radicular com Pepfostreptococcus prevolii;

5- Os microrganismos testados apresentaram-se sensiveis aos antibidticos
benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina combinado com 4cido clavulénico, metronidazol,
clindamicina e cefaclor no E-fest. Peptostreptococcus prevotii e espéeies de Fusobacterium
apresentaram resisténcia aos antibidticos azitromicina e eritromicina. Também se observou
que Peptostreptococcus prevotii € Fusobacterium necrophorum mostraram resisténcia ao

metronidazol.

6~ Nenhum dos microrganismos testados produziu 8-lactamase.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Termo de consentimento livre e esclarecimento especifico para a pesquisa
Titulo: “Andlise microbiologica de canais radiculares associades com abscessos
periapicais e a suscetibilidade de bactérias anaerdbias prevalentes”

Esta pesquisa visa a identifica¢do de bactérias encontradas nos canais radiculares de

dentes que precisam de tratamento de canal € apresentam abscesso periapical.

Neste estudo iremos:
a)investigar 0s tipos de bactérias encontrados nos canais radiculares de pacientes que
apresentam abscessos periapicais;

s Abscessos periapicais sdo caracterizados por acimulo de pus nos tecidos ao redor
da raiz dental, em geral, devido a presenca de bactérias no interior do canal
radicular.

b)determinar se hé relagdo destas bactérias com sinais e sintomas

c)determinar se ha relago destas bactérias com a localizagdo dos abscessos;

d) determinar a freqiiéncia da localizaciio dos abscessos encontrados;

e)analisar a sensibilidade das bactérias isoladas de canais radiculares com abscessos

periapicais, a diversos tipos de antibiéticos.

Para que servird a sua participaggo:

Os resultados obtidos irfio auxiliar no entendimento de sinais (inchago) ¢ sintomas
(dor) de pacientes com abscessos. A identificacio das bactérias no canal radicular,
possibilitard a realizacio de um antibiograma (estudo da sensibilidade dessas bactérias a
antibidticos existentes no mercado farmacéutico) que nos orientarda a escolha de

antibiodticos, que quando necessario, complementard o tratamento de emergéncia, ajudando

o organismo a combater a infec¢fo.

Como sera fetto?
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A coleta de amostra de bactéria é simples e faz parte do tratamento de canal que ja ¢
realizado nesta Faculdade, nfio existindo outro método alternativo para tal. Ela consiste em
colocar uma ponta de papel absorvente estéril dentro do canal radicular, sendo que esta
ponta absorvente ja ¢ utilizada rotineiramente no tratamento endodoéntico, para secar o
canal.

Os procedimentos a serem realizados serfo: assepsia durante toda a tratamento de
canal e durante coleta de bactérias; colocagio do isolamento absoluto no paciente com a
utiliza¢do do lengol de borracha; descontaminagdo do campo operatdrio; confecciio da
abertura corondria do dente e, em seguida, a coleta das bactérias com auxilio de gas
nitrogénio, para manter as bactérias anaerdbias (bactérias que nfo vivem na presenga de
oxigénio do ar) vivas. Esse procedimento seré realizado com o uso de um cilindro de gés
nitrogénio, ao qual se encontra acoplado uma valvula de seguranga, uma mangueira € uma
cinula sugadora, formando um dispositivo que direciona o gas somente para a regifo do
dente no qual serd realizada a coleta.

Nesta pesquisa, depois de secar o canal, a ponta de papel absorvente sera colocada
num meio de cultura liquido (“meio” utilizado para manter as bactérias coletadas vivas),
que serd posteriormente analisado para verificagfio do crescimento desses microrganismos.
O procedimento € indolor. Se caso venha sentir dor, esta dor nfio serd por causa da coleta de
bactéria e sim, devido a persisténcia dessa infecgiio nos canais radiculares e/ ou nos tecidos
periapicais (tecido que esta ao redor do dente). Se a dor ocorrer fora dos dias marcados para
a execugfio do tratamento, vocé podera ser atendido no Plantdo de Urgéneia da FOP-
UNICAMP, que funciona normalmente de segunda a sexta-feira, de 8:00 as 12:00 hs e de
13:30 as 17:30 hs, sendo que o atendimento realizado serd o mesmo de rotina do Plantfo,
que ¢ tirar a dor. Quanto ao tratamento do dente ¢ a outro tipo de tratamento, vocé serd
orientado pelos profissionais do Plantio a procurar a Triagem da Faculdade ou outro tipo de
Atendimento Odontolégico, como j& € feito com todos os pacientes que passam pelo

Atendimento do Plant3ic (somente o alivic da dor e orientagfio para outro tipo de

atendimento).

Pode ocorrer algum risco?
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Nio terd nenhum risco de vida ou mudan¢a no seu atendimento convencional, ja

realizado diariamente nesta Faculdade.

O uso da ponta de papel absorvente para secar os canais radiculares faz parte do
tratamento de canal de rotina e niio traz nenhum risco de vida.

Como j& mencionado o procedimento € indolor.

Durante todo o tratamento de canal e coleta bacteriana serfo utilizados luvas e

6culos de seguranga para protecio do operador e do paciente.

Quais sdo os beneficios?

Os beneficios prestados estfo diretamente relacionados com o desenvolvimento de
um tratamento de canal mais eficaz, baseado nos resultados da pesquisa clinica. Por
exemplo, se for constatado qual o antibiético tem maior efeito sobre as bactérias coletadas
do proprio paciente, este saird ganhando, pois conseguiremos com a administraco de

antibidticos adequados, auxiliar o organismo a combater a infecgdo ¢ se recuperar.

Esclarecimentos sobre a pesquisa:

Se participar desta pesquisa, terd toda a liberdade de pedir esclarecimentos sobre a
metodologia (como € feito o trabalho) antes e durante a pesquisa, podendo ou ndo
concordar em participar. Caso recuse, ndo haverad prejuizo ao seu tratamento, o qual sera
prosseguido normalmente, com alivio da dor no Plantdo de Urgéncia e orientagio para a
continuagdo do tratamento.

Se recusar a participar ou retirar o seu consentimento em qualquer fase da pesquisa,
vocé néo sera penalizado e ndio havera prejuizo ao seu tratamento, o qual sera prosseguido
normalmente.

Apesar dos resultados clinicos e microbiologicos (estudo do tipo de bactéria
encontrada no canal) serem divulgados publicamente para fins académicos e cientificos,
serd preservada a sua privacidade quanto aos dados confidenciais que possam a ser
envolvidos nesta pesquisa.

Se participar desta pesquisa ndo tera nenhum gasto financeiro. Se por acase, houver

necessidade de deslocamentos ou procedimentos adicionais para coleta de amostra, além
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das necessarias para o tratamento de canal convencional, os gastos com este desiocamento
serflo ressarcidos.

Qualquer divida com relagdo a pesquisa, podera nos encontrar através do telefone
4305215 - Departamento de Endodontia, procurar por Prof. Dr. Caio ou Ezilmara, Av.
Limeira, 901 — Faculdade de Odontologia de Piracicaba, FOP-UNICAMP,

TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Declaro para os devidos fins que eu,

---------- , me disponho a participar da pesquisa intitulada “Anadlise microbiolégica de
canais radiculares associades com abscessos periapicais e a suscetibilidade de
bactérias anaerébias prevalentes” e permito a divulgacio dos dados clinicos e
microbiologicos obtidos desta pesquisa. Estou ciente dos objetivos desta pesquisa e de
todos os procedimentos e concordo com a metodologia para coleta de amostras
microbioldgicas do(s) dente(s) submetido(s) ao tratamento endoddntico, na Faculdade de
Odontologia de Piracicaba- UNICAMP. Estou também ciente de minha liberdade de
recusar a participar ou retirar 0 meu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem ser

penalizado e sem prejuizo ao meu tratamento, o qual serd prosseguido normalmente.

Assinatura:

Focal e data:
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ANEXQO 3 - Meio de transporte
RTF — Reduced Transport Fluid *
1. Descrigdo

E um meio ndo seletivo de transporte e estocagem. Com excegdo de (,02% de
dithiothreitol (DTT), que ¢ adicionado ao meio como um agente redutor, ndo ha nenhum
outro componente gque propicie o crescimento bacteriano. A adicio de uma pequena
concentragio de EDTA (0,IM) ao RTF promove uma distribui¢io mais uniforme das
células bacterianas. Como EDTA atua como um agente quelante, sua incorporagio ac RTF
¢ util por se ligar a cations bivalentes, como Ca™, que estdo presentes em altas
concentracdes na placa e contribuem para a agregagfo da placa bacteriana.

RTF ndo contem agentes bacteriostaticos que poderiam afetar a multiplicagfio de
bactérias na amostra. Conseqlientemente, crescimento pode ocorrer neste meio, se a
amostra contiver nutrientes que permitam a multiplicagiio por periodo limitado. Contudo,
ndo fol comprovado crescimento de microrganismos da placa neste meio. Embora sua
eficiéneia como um meio de estoque varia de acordo com a natureza da amostra, o
desempenho do RTF ¢ melhor do que outros meios ja testados. A suplementa¢io do meio
com Dithiothreitol (DTT) o torna mais resistente & oxidagfio em condic¢Ses de aerobiose. A
viabilidade dos organismos pode ser mantida neste meio quando congelado. A adicdo de

Resazurin ao RTF indica se houve ou nio oxidagio durante o experimento.

*Syed AS, Loesche WJ. Survival of human dental plaque flora in various transport media.
Appl Microbiol 1972: 24: 638-644.

2. Formula

Solugdio 1 (Estoque)

F ey 111 T OSSO U U UU PP ORRSU SR UPUPRURR g/l

K PO ettt bttt s n et s eae e en s n e ere e e e e enans 0,6g
0 e ettt e s et et e s et e R e A eseersessenr e e e e s e e s seenrarabeneen 100mL
Solugdo 2 (Estoque)
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(NH4-SO4e e, eraeeebtataats et e n e e e b e e e e e renesranesaranesnerensrasessnseesaare LoD
ME SOiiiiiiiiiiiiniiisit et ee et s e e e a e e e s s e besseesessasssesnssessasseessass Uy DO D

HQO .................................................................. B U OO UU v 100m1L

RTF.iiiiiiiiiiniiae eeeaterreriranassretseteteeeerasenenta s rarriensteneeeetertannnnnranb ot tetnrnarrnrnnsanes 100mL
Solugdo 1................ AveetsttareenresesssmteesreseeshetssaTieeresesetarisasaantannstaentnasanataaeaeasseneresrasnsonan 1,.5mL

Solugao 2. .t JTORUYUURTURIIIN revesreesnresesertsssesnasassasssecssasesessersaase 5T
EDTA 0,IM (0,37228/T0ML) 1rervvrervrvirirminiernarinessseesesessssesesss s ssseeenessnsseans SRR § 1 B
Na2CO3 8% (0,42/5mL) oo ererreetters e teteratereteates e nesa et annaasan 0,5mlL
Dithiothreitol 1% (0,05g/5mL) «ocviirciicci reeerteereeatesstnrerateeseraeaaaaeresnaaas 2ml
Resazurin 0,1% (0,01 2/10mI) oo et e 0,1mlL

HoOoiiiiicircrcees OO ..81,4mL
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ANEXO 4 - Meios de cultura

1} Ndo seletivos
a) Brain Heart Infusion Agar (BHI) - LAB M (Bury, UK)
1. Descrigio

Este meio foi desenvolvido inicialmente para o isolamento de patdgenos orais. Com
a adicdo de 5% de sangue desfibrinado, este meio permite o crescimento da maioria dos
microrganismos fastidiosos. O fosfato tamponado ajuda neutralizar os acidos produzidos
pela utilizagBio da glicose, mantendo a viabilidade dos microrganismos. Este meio ndo ¢
recomendado para a determinagfo das reagdes hemoliticas porque contém glicose em sua

composigio.

2.Preparo

Adicionar 24.5 g do p6 em 500 mi de agua deionizada. A suspensdio deve ser
mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. E esterilizada por autoclavagem a 121°C
por 15 min e resfriada a 47 °C antes de distribuir sobre as placas. Caso deseje adicionar

assepticamente 5% de sangue desfibrinado de camneiro, misturar bem e distribuir nas placas

de petri.

3. Aparéncia

Amarelo claro (sem a adi¢do de sangue) ou vermetho devido a adi¢do de sangue.

4. Armazenagem

Placas: até 7 dias a 4 °C no escuro.

5. Inoculacdo

Em superficie.

6. Incubagfo

Tempo e temperatura para cada microrganismo.
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FOTINUIA. e ei e ireeerreee e iee e treeae s e cre e s taessevatse s b e esaeessse s e ranaessasaessassaseeasaseeeennsnessnsanen g/L.
Infusfo de s6lidos de CArebro € COTAGAD. ... imemrerrenresee oot 17,5
PrOTEOSE PRIOMA. cou.reneeceeerirereeeaeiestiesara e ne st s sit e nm st be s see et cb e n b ebeoe 10,0
GlICOSE ettt eve e s sssb et st se e see e st bt bt eemee e et b b 4 ee s e eesee ettt st bt at 2 st ennen 2.0
CLOTBI0 B8 SOOLO ..o ee e eeereseseeeee e sy em s eemesesenes e e ms st se e eesesensseanenmemnene 5,0
Ifosfato EnSOTECO et eeeee e eeem s eerereseesessesseeeeeraseease e s eememss s s enetanereseseaseaeaeeeereaeen 2.5
ARATTI® 2.ttt sb e em et b et ee et e AR e eA e b em et e be st a et se s s 12.0
pH: 7,4 = 0,2

b) Fastidious Anaerobe Agar (FAA) — Agar para anaerdbios exigentes — (LAB-M,
Bury-Inglaterra)

1. Descri¢do

Meio primario de isolamento capaz de favorecer o crescimento dos anaerdbios de
maiores implicagdes clinicas.

As peptonas sdo incorporadas para maxima estimulagio de crescimento. Amido e
bicarbonato de sddio atuam como agentes desintoxicantes, enguanto que a hemina favorece
a produgio de pigmento nos “Bacteroides”™ de pigmento negro. Agentes especificos de
estimulac@io de crescimento sfo os seguintes: cisteina para Fusobacterium necrophorum,
Propionibacterium acnes e Bacteroides fragilis; arginina para Eubacterium spp.;
pirofosfato solivel para Porphyromonas asaccharolytica. Piruvato contribui para a
neutraliza¢ido do perdxido de hidrogénio e pode ser também utilizado pela Veillonella spp.
como fonte de energia. Vitamina K e succinato de sodio fornecem fatores essenciais de
crescimento para alguns anaerdbios como também 0,1% de glicose. O nivel baixo de
glicose impede a produgdo de niveis elevados de acidos ¢ de alcoois que poderiam inibir o

crescimento microbiano.

2. Método para reconstituigio
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Dispensar 23,0 g do pé em 500ml de 4gua deionizada. A suspensfo deve ser
mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. E esterilizada por autoclavagem a 121°C
por 15 min. e resfriada a 47° C. Entdio adicionar assepticamente 5% de sangue desfibrinado
de carnieiro, misturar bem e distribuir nas placas de petri.

Este meio pode ser seletivo para vérias espéeies de anaerdbios através da adigio de
antibi6ticos seletivos, exemplo:

*Anaerdbios Gram-positivos ndo formadores de esporos e Actinomyces: acido nalidixico
(Lab X091).
*Clostridium spp. (anaerdbios esporulados) e outros anaerdbios: neomicina (Lab X015).

Anaerobios Gram-negativos: acido nalidixico + vancomicina (Lab X090).

3. Aparéncia
Vermelho devido a adiglo de sangue. O meio fica escuro (reduzido) mais tarde

devido a presenca de agentes redutores.

4. Armazenagem do meio preparado

Placas: até 7 dias a 4° C no escuro.

5. Inoculagdo

Em superficie, plaqueando para obter col6nias puras.

6. Incubagio
A 37° C anaerobicamente em atmosfera de 80% Hi, 10% Naj, 10% CO,, por

periodos entre 48 horas e 7 dias.

7. Fomula

FOIMUIA ottt et st eea e s aa et s e e s aer et r s s eneren g/L
MiStUra de PePLONE....covicccveriierciriecrerssresarseesseesassesssatessaassaastesassasersesnmesconsesssns 23,0
ClOTEIO A€ SOTEO.ueirnieiiiiecvcirreecirieeiae e e e i s e sreaessasssasaesssessnrassrnnsaerasesrasassranasses 5.0
ATNIAO SOIAVEL et et cett v e e e s aeseaesr s eeen st s e aeammnaseesnseesanssaeraseen 1,0
ABAE D% 2t e et e ea et vt aa e e et s s eeranns 12.0
Gl 08 ettt et r e ettt r et e s e e s e e e e tae s et e e e e ee e te et s ameatsenaasbenesees 0.4
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PHAUVALO A€ SOQI0 e iieiiree ettt ettt b e een e s erneeerseam e eenerneanaesnn 1,0

Monoidrato HOL ClSteINa..cuiierieccriereierieeeceatre et esessstes s esese it sesss e s sesastaanrane 1,0

|5 L5111 1 T SO S U UUU OO eUTUTVSUUU TR UURUTeURURIO 0.5
VIHamIna Kot rer e e e ssssa e e e assnr e an s e esnssesanrrenes 0,001
L BIZININA ot e crre et s see s st s e e sr e e ssnesse s e e sas e naassesanassnanteasnanes 1.0
Pirofosfato SOIAVEL ..ottt ae e ess e s snsneenaae s 0,25
SUCCINALO G SO0 1eieirrerstiieeieccercsie e v et sesns s e e e se b eennssssaresnnsassrasess 6,5
PH:74+0.2

¢) Fastidious Anaerobe Broth (FAB) — Agar para anaerébios exigentes — (LAB-M,

Bury-Inglaterra)

1. Descricdo

Desenvolvido pela LAB-M em conjunto com o laboratdrio de microbiologia do
Hospital HOPE, Salford-Inglaterra.

Meio capaz de favorecer o crescimento dos anaerdbios de maiores implicagdes
clinicas.

As peptonas sdo incorporadas para méaxima estimulagcdo de crescimento. Vitamina
K, hemina e L-cisteina sfio também fatores de crescimento para alguns anaerdbios. .-
cisteina junto com tioglicolato de sédio reduz o Eh (redox) do meio e o agar inibe a

absorc¢io do oxigénio e corrente de propagacio.

2. Método para reconstitui¢io

Dispensar 14,85g de p6 ¢ adicignado a 500 mL de dgua deionizada. A suspenséo
deve ser mantida em repouso por 10 min., depois agitada para misturar ¢ fervida para
dissolver o 4gar. A mistura € dispensada em tubos que sfo deixados semiabertos durante a

esterilizagfo. E esterilizada por autoclavagem a 121°C por 15 min.. Os tubos sdo fechados

ap0s a autoclavagem.

3. Aparéncia

Amarelo, claro, viscoso. Pode alterar a cor ao ter contato com a acgdo do oxigénio.Se
0 meio tornar-se avermelhado indica que o oxigénio estd sendo absorvido, e 0 meio deve
ser reaguecido para desoxigenar. Ndo pode reaquecer mais de uma vez.

4. Armazenagem do meio preparado
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Em tubos, no maximo por trés meses de 15-20°C no escuro.

5. Inoculagéo

Se usado come um meio de cultura com sangue. Uma diluigio minima de 1:10
dever ser usada.
6. Incubagdo

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

7. Formula

FOIIUIA. .ottt ettt e smesrn et n e e s e s s eassraen g/
MISTUFE A€ PEPLOMA. ccvieriirercere ettt cecersees s esree s s s ss s e s a e rn e n s sesnens 15,0
EXITA10 A8 LeVEAUIAL oo iitieeeeee e iete ettt ae st s e s e esarsaee e s s ensiasseesnsaeennranas 1.0
Tioghicolato de SOA10.. it 12,0
ClOT10 A€ SOAI0.ci e et i icteeeecenee s rrre s sesmsnraes e mmss e et suaesssssrassnnnresssassnans 2,5
AGAI DI Lottt e ee et 0,75
IV 110 £l o L OO VR UUUN RO 0,5
R VL« VO O U UU RO PEURURUPRRN 0,001
Bicarhonato de SOQI0. . ittt e eees et ar e e e st ee e s anrenes 0.4

| L1511 £1 7 VRO O OOy O SRR 0,003
VIAITIDA K o oreoieetirereesie e eteeteesesa e etseteessasesessssssnsnransaresasimasesssnesessnsnrnresesnanes 0,005

PH:7,.2+02

d) Brucella Medium Base (OXOID, Hampshire-ingiaterra)

1.Descricdo

As peptonas s30 incorporadas para maxima estimulagiio de crescimento. A Glicose
fornece fatores essenciais de crescimento para alguns anaerdbios. O nivel baixo de glicose
impede a producBo de niveis elevados de é4cidos e de élcoois que poderiam inibir o

crescimento microbiano. O 4gar inibe a absorcfio do oxigénio e corrente de propagagéo.

2. Método para reconstitui¢cio
Dispensar 22,50 g do pd em 500mL de 4gua deionizada. A suspensio deve ser
mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. I esterilizada por autoclavagem a 121°C

por 15 min. e resfriada a 47° C. Entfio adicionar assepticamente 5% de sangue desfibrinado
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Mon0idrato HCL CIStEINA.....cviiiiecieieicis e eeeiee s eeetesnse e eeessssssssaessessasnnonnenn 1,0
HLOIMIINA ..ot r et e e saa st ee e s e eat et e ke mre e e s eenaenass st s s et seeeamtenn 0,5
VIHAMHNA Koottt screeeeeseseaeseeae s sseesn e s s e aas e s sss et aeensenseenneasssssnnees 0,001
L BIZININA coitiecteeesie et ecrenres e s testesnesessessss e e sereeseessensesssnsensasessnessessesnessinsestessenn 1,0
PIrofOsfato SOIIVEL......vicririieeeeeceici e cer e ressssssseseesrensenses e asessnesresrasns 0,25
SUCCINALO A€ SOQIO...ciiirv ettt e s et s ess s s saaa e e st seansesssnnesssansssans 0,5
PH: 74402

¢) Fastidious Anaerobe Broth (FAB) — Agar para anaer6bios exigentes — (LAB-M,

Burv-Inglaterra)

1. Descrigio

Desenvolvido pela LAB-M em conjunto com o laboratério de microbiologia do
Hospital HOPE, Salford-Inglaterra.

Meio capaz de favorecer o crescimento dos anaerébios de maiores implicages
clinicas.

As peptonas s3o incorporadas para maxima estimulagio de crescimento. Vitamina
K, hemina e L-cisteina sdo também fatores de crescimento para alguns anaerobios. L-
cisteina junto com tioglicolato de sédio reduz o Eh (redox) do meio e o 4gar inibe a

absor¢fo do oxigénio e corrente de propagagio.

2. Método para reconstituigdo

Dispensar 14,85g de pé ¢ adicionado a 500 mL de dgua deionizada. A suspensdo
deve ser mantida em repouso por 10 min., depois agitada para misturar e fervida para
dissolver o dgar. A mistura ¢ dispensada em tubos que sio deixados semiabertos durante a
esterilizacio. E esterilizada por autoclavagem a 121°C por 15 min.. Os tubos sdo fechados

apos a autoclavagem.

3. Aparéncia

Amarelo, claro, viscoso. Pode alterar a cor ao ter contato com a agdo do oxigénio.Se
o meio tornar-se avermelhado indica que o oxigénio estd sendo absorvido, e o meio deve
ser reaquecido para desoxigenar. Ndo pode reaquecer mais de uma vez.

4. Armazenagem do meio preparado
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Em tubos, no méaximo por trés meses de 15-20°C no escuro.

5. Inoculagio

Se usado como um meio de cultura com sangue. Uma diluigio minima de 1:10
dever ser usada.
6. Incubagéo

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

7. Férmula

FOIMULA. ..ottt et s e s e rn e s ses e s be e ae e e snrasaeas g/L
MISTUTA A€ PEPLOMA. . .etiveeerieeritrereeeiaerseersteererrssesseenssesseassensrasneasssasseasseessassiaes 15,0
EXUrAL0 e LaVOAUIA ottt teercer s e e e e eee e eaeee e e essasecassnstsrenasasnestansneren 1,0
TI0glicolato de SOAI0....c.coiviieriicreecererree et eseeesres s sa e sasesesnanssesesnra s 12,0
COTELIO A8 SOMI0 1 it iiiieeiieiicieesareeesrareer e s e rraesaseasaesssssaesansnessttessonnnanssrnnssssasns 2.5
Agar £ R OO TSRO 0.75
rCISEEINE FI L ot eiiiiieee ettt eeee e et ettt eaeaee e e e eetsenaaseaaasesnreeatnsecansrrnenren 0.5
R ATIUI I oottt et e re et s car e aneesaeen s eree e sesaeaseanamsaaetesetesseseaanassrasansaren 0,001
Bicarbonato de SOAI0....con e st s e sstacseaeeanebaeesiant e e e rresaanns 04

|3 155 ¢ 11 1 OO OO U O UR TSR RURR 0,003
VHAIMHNA Koot ecn e s e et r e e e aessssaeesrnn et anansesnneenesans 0,005
PH:7,2+0,2

d) Brucelia Medium Base (OXOID, Hampshire-inglaterra}

1.Descrigéo

As peptonas sfo incorporadas para maxima estimulacio de crescimento. A Glicose
fornece fatores essenciais de crescimento para alguns anaerébios. O nivel baixo de ghicose
impede a producio de niveis elevados de 4cidos e de alcoois que poderiam inibir o

crescimento microbiano. O dgar inibe a absorgfo do oxigénio e corrente de propagagéo.

2. Método para reconstituicio

Dispensar 22.5,0 g do pd em 500mi. de 4gua deionizada. A suspensdo deve ser
mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. E esterilizada por autoclavagem a 121°C

por 15 min. e resfriada a 47° C. Ento adicionar assepticamente 5% de sangue desfibrinado
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. . . H . . .
de cameiro, S00uL de Hemina® ¢ menadiona™ preparados previamente, misturar bem e

distribuir em placas de petri estéreis,

# A hemina favorece a produgio de pigmento nos “Bacteroides” de pigmento negro.

## Vitamina K fornece fatores essenciais de crescimento para alguns anaerdbios.

3. Aparéncia

Vermelho devido a adigio de sangue. O meio fica escuro apds acrescentar a hemina.

4. Armazenagem do meio preparado

Placas: até 7 dias a 4° C no escuro.

5. Inoculagio

Em superficie, plaqueando para obter coldnias puras.

6. Incubagio
A 37° C anaerobicamente em atmosfera de 80% H;, 10% N, 10% CO,, por

periodos entre 48 horas e 7 dias.

7. Fomula

FOIMIULA. . e e e e e aeene e g/L
P PIONA. ettt e e e e e e e e e e e a e g e nte st e e s e e e e csnen 10,0
EXATALO Q@ CAITIC.oviiiieeiieeeeeeecrcees e eea s e et s e neaeseentesenssaesasseesasseasanntsssnessennnnsennsaseses 5.0
FEICOBR ettt ettt et et e eeeesam e e es e e eees e e e ensasemmneaes aamnesneanannnnenaeanessseasneasesinn 10,0
CIOTEI0 A8 SOMI0 e iiiiiieie st eres st e s e s e s ar e e sessnteasasssnbrsenssbansaasnnseesaranans 5,0
AGAT ettt et s e rt et e n e 15,0

PH:75+0,2
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2) Meios seletivos
a)Fastidious Anaerobe Agar (FAA)
1) FAA + NAL (4cido nalidixico-X 091) — LAB-M, Bury-Inglaterra

Este meio € seletivo para anaerobios Gram-positivos nio formadores de esporos.
Preparo:

Para 500mL de 4gua deionizada + FAA (g) + 5% de sangue de carneiro, utiliza-se
um vidro de 4cido nalidixico (X091) que ¢ diluido em 5 mL de 4gua destilada previamente,
e em seguida a mistura ¢ adicionada assepticamente ao meio estéril e resfriado a 47°C.
Concentracéo final:

Acido nalidixico =0,01mg/mL.

2) FAA + NAL + VAN (Vancomicina-X090) — LAB-M, Bury-Inglaterra

Este meio € seletivo para anaerdbios Gram-negativos.

Preparo:

Para 500mL de 4gua deionizada + FAA (g) + 5% de sangue de carneiro, utiliza-se
um vidro de acido nalidixico (X091) e um vidro de vancomicina (X090) que sdo diluidos
em 5 mbL de 4gua destilada previamente, e em seguida a mistura ¢ adicionada
assepticamente ac meio estéril e resfriado a 47°C.

Concentracic final:
Acido nalidixico =0,01mg/mL
Vancomicina = 0,0025mg/mL

3) FAA + NEO (neomicina-X015) — LAB-M, Bury-Inglaterra

Este meio ¢ seletivo para clostridios e outros anaerébios, como Bacteroides fragilis
e alguns cocos anaerdbios.
Preparo:

Para 500mL de agua deonizada + FAA (g) + 5% de sangue de carneiro, utiliza-se
um vidro de neomicina que € diluido em 5 ml. de dgua destilada previamente, € em seguida
a mistura ¢ adicionada assepticamente ao meio estéril e resfriado 4 47°C.

Concentragfio final: neomicina = 0,075mg/mL
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4y FAA + VAN (X090} +KAN (Kanamicina-X018) — LAB-M, Bury-Inglaterra

Este meio € seletivo para anaerébios Gram-negativos particularmente, bactérias
pigmentadas de negro.
Preparo:

Para 500mL de dgua deonizada + FAA (g) + 5% de sangue de carneiro, utiliza-se
um vidro de vancomicina (X090) e um vidro de Kanamicina (X018) que sfio dituidos em 5
mL de agua destilada previamente, ¢ em seguida a mistura ¢ adicionada assepticamente ao
meio estéril e resfriado a4 47°C.
Concentragio final:

Vancomicina = 0,0025mg/mL

Kanamicina = 0,075mg/mL

b} Suplemento anaerdbico G-N

1) Anaerobe Selective Supplement G-N (OXOID, Hamshire-Inglaterra)
Suplemento seletivo para anaerobios Gram-negativos.
1.Composigéo

Cada vidro ¢ suficiente para suplementar 500 mL de meio.

FOIIIUIAL et et e g/L
HEITHNA <ot eceececret e e e s e s eve et s e e e s aaa s s sat et e eee s s e b e emaasnsenanenanae s et eesaeesaenseaneans 2,50 mg
MENAGIONA. . cvveitiiiierir ettt arare e ae e st s et sn e ns e n s e e s an s e e emnssosRna st s b est s easstsaras 0,25 mg
SUCCINALO SOTICO.1vviererreciericreerestisceeetessesnesretessseseeraessssesenseses sasmsessasessennensanesnssansenns 1.25 mg
ACTAO NANAIXICO. coveeeeee i eee s seseees s emeseseeseensessesnsessseesnssastoneesasseneens 5,0 mg
N AT COTTHICIII . 1ot eeceaiateseeetemae e vesssiasae et aneasasssanessettateasesasessessessasanessasnsssasesasarenesns 1,25 mg

2.Instrugdes para o uso
Agregar ao vidro, 10 mL de agua destilada e misturar suavemente até dissolver
completamente. Apds, agregar o conteido do vidro & 500 ml. de meio de cultura + 3% de

sangue desfibrinado de carneiro que deve estar a 47°C. Misturar bem e distribuir em placas

estéreis,
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ANEXO0 § - “Kits” de identificacdo
a) RapID 1D 324

1.Descricdo

O sistema RAPID ID 32A (#3 230 0) ¢ um sistema de identificagfo para anaerébios
usando testes enzimaticos miniaturizados e padronizados.

Cada “kit” consiste de 25 fitas, caixa de plastico para incubag8o fechada, bloco de
anotacgles para os resultados e o manual de instrugdes. Cada fita apresenta 32 cupulas,
sendo que 29 contém substincias dehidratadas e sdo usadas para os testes. Apos a
incubacdo durante 4 horas, as reagdes sfo lidas usando “ATB instruments™ ou pelo método
visual. A identificacio é obtida usando o Analytical Profile Index (para leitura visual)
usando o “ATB PLUS” ou através de um programa de computador chamado “APILAB ID
32” (para leitura automatizada).

O “kit” RaplD ID 32 Srrep deve ser estocado a 2-8°C.

2. Materiais

a)Meio para suspensdo (#7 060 0) ou 2 mL de 4gua destilada

b)Reagente JAMES (#7 (54 0)
Componente J 2183 ..o i srer e s esns et et s e e e ees e esenebanes 0,5¢

¢)Reagente para redugio de Nitrato

NIT 1 (#7 044 0}

ACIAO SUHAITLCO oo es e e s reee e sese s e eeee e s s enreeneene 0.8¢g
ACIAO BCEHEO 5 Noeeeireeeeeeeieeee e eeeere e eseesesesssee s seeessessessesmaseasas 100mL
NIT 2 (#7 045 0)

N-N-Dimetile 1 -RaftilamMINe ..o oe oo reeeeseeeeeeeeeeeseesesssenes 7.00g
ACIAO BCEHE0 5 Nuooe st eeeeeseese s eseseeesaesessesesnnseasons 100mL

e) Reagente FB (#7 056 0)

FaSE BIUC... et er et s r et n e aeena s reeas 0,35¢g
S0lVENte OTANICO QSP.cuirerririerieeiierreerieniee et s rtes e sr e reane s reses e s eeitenne 100mI.

f) Oleo mineral (#7 010 0)

“Swabs” estéreis
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Padrdo McFarland: 4 (#7 090 0)

Pipeta Plastica

Placas contendo meio de cultura (agar + Sangue)

Jarras para anaerobiose + gerador de anaerobiose (Anaerogen-OXOID, Hampshire-
Inglaterra) +indicadores de anaerobiose (OXOID, Hampshire-Inglaterra) ou Camara de

anaerobiose

3. Procedimentos para a identificagio

Os microrganismos s3o subcultivados em placas contendo FAA + 5% de sangue de
carneiro por 24-48 horas a 37°C, sob condi¢des anaerdbias, de acordo com a necessidade do
microrganismo, obtendo-se assim, melhores condi¢6es de crescimento. A cultura deve estar
pura, observado a morfologia da colonia, Coloragio pelo método de Gram, produgdo de
catalase e requerimento gasoso. Estes procedimentos permitem a identifica¢o priméria das
espécies em Cocos Gram-positivos, catalase-negativa e anaerobiose facultativa.

Um “Swab”estéril ¢ usado para a inoculagfio no meio em suspensfio ou na agua
estéril sem aditivos. O indculo em suspensiio homogénea ¢ ajustado a turbidez do Padrio
McFarland 4.

Uma pipeta estéril ¢ introduzida no in6culo, e cada c¢tlipula da fita ¢ inoculada com 2
gotas da suspensfio bacteriana. Apos, duas gotas de dleo mineral € adicionado na cupula
URE (1.0).

A fita € colocada na caixa de plastico e levada para incubagfio, sob condigdes

aerdbias a 37°C por 4 horas.
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b) RapID ANA II system

1.Descricdo

O sistema RaplD ANA II ¢ um método miniaturizado empregado para identificagio
bioquimnica de substratos cromogénicos € convencionais, neste caso, de bactérias anaerdbias
clinicamente significantes.

Cada “kit” consiste de 20 recipientes para testes de RapID ANA II, bloco de
anotagbes para os resultados, manual de instrugbes, manual de dados (RaplD ANA II
System Code Compendium) e 1 frasco de reagente RapID ANA I .

Cada recipiente de RaplD ANA II contém 10 cavidades com reagles (reagdes
dehidratadas) ¢ proporciona 18 scores de teste. As cavidades de 3 a 10 sfio bifuncionais,
contendo 2 testes diferentes na mesma cavidade. Testes bifuncionais significa que o
primeiro score é obtido sem adigfo do reagente, mostrando o primeiro resultado do teste.
Na mesma cavidade é observado outro score com a adigio do reagente fornecendo ©
resultado do segundo teste. A identificacio € obtida apos 4 horas de incubacfo.

O recipiente de teste RapID ANA II e reagentes devem ser estocados a 2-10°C. O
fluido para inoculagfio RaplD (RapID Inoculation Fluid), deve ser estocado a 15-30°C, na

embalagem original.

2. Materiais

25 tubos fechados contendo em cada 1 mL de fluido de inoculag@io RaplD (#25-102)

K et cr e e e sr s e e e e s be s s e ae s aba e e e e ss e e mmeeansaa et e e mnenats 1,58
CACL2 ittt s ssbs st st s s s 0,5¢g
Agua detOMZAda.. ..o v s s e ettt s ae s e s e e anes 1000 mi.
pH: 7,5-9.5

1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Spot Indole (#30-9002)
1 frasco contendo reagente suficiente para 20 recipientes de RaplD ANA 11 Reagent

Ingredientes reativos:

J-fenil 4-metllaninoacrOleIn. e crr et eerere s s s s s esar e e e e s anaseaseaes 0.01 %
ACIAO BIATOCIOTICO ++ e reerereee e s e eeesesesaseneneeeseeeasseseneeeeeaesaramsrassssaracee 0,1 %
ACIAD BEETCO 1+ ee oot eeeee et eeseesee s eesaeeseeees s eeeeease s esesanesnnnenene 1%
DRIETEEIE (vt t e san s b b 0.1 %
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Swabs estéreis

Pipetas estéreis

Padréio McFarland: 3

Placas contendo FAA + 5% de sangue desfibrinado de carneiro

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

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

anaerobiose

3. Procedimentos para identificacio

Os microrganismos s@io subcultivados em placas contendo FAA+5% sangue de
carneiro por 18 a 24 horas a 37°C. As culturas puras sfo primariamente checadas pela
morfologia da colbnia, coloracdo de Gram, produgio de catalase e requerimento gasoso.

Um swab estéril é usado para inoculagfio das coldnias bacterianas no fluido de
inoculacio RapID. A suspensio do microrganismo que serd testado devendo atingir no
minimo o equivalente ao padriio McFarland 3, ¢ preparada (uma suspensfio preparada com
turbidez menor que padriio McFarland 3 pode comprometer o desenvolvimento do teste).
As suspensdes sfo misturadas e agitadas (se necessario), e usado até 15 minutos do preparo.
A pelicula de protecdo do recipiente é devidamente descolada para a inoculagéo bacteriana.
Uma pipeta estéril € introduzida na suspensiio bacteriana, e todo o contetido ¢ transferido
para o recipiente de teste, na clpula do canto direito superior. O recipiente para teste €

entfio, selado novamente pela pelicula de protecdo, mantendo-o em superficie horizontal.

187



Cupula bioquimica

-

{ Inoculagdo

[N

Este € gentilmente inclinado de forma que a suspensdo seja distribuida

uniformemente nas capulas superiores.

Apos, o recipiente é inclinado aproximadamente 45°, para o lado oposto fazendo

com que a suspensio bacteriana escoe, para as cavidades que contém as enzimas.
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Clpula bioquimica / ‘.'”5‘ ]‘
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Recoloca-se o recipiente na posicfio horizontal e, é levemente tocado na superficie
externa da cavidade para remogfio de bolhas de ar. A seguir, o recipiente € incubado sob
condi¢des aerdbias a 37°C durante 4 horas.

ApoOs a incubagdo do recipiente, cada cavidade ¢ examinada quanto a reagfo
enzimatica observando presenca ou auséncia de colorago, sendo este o primeiro resultado.

Ao adicionarmos 0s reagentes nas cavidades de teste especificas, obtem-se o©
segundo resultado, através da reagfio do reagente e observando-se a alteracfio da cor.

O resultado obtido € comparado com o padriio, que ¢ encontrado no manual de
dados.

¢) RaplD NH system

1.Descricio

O sistema RaplD NH (# 1-1001), ¢ um método miniaturizade qualitativo empregado
para identificacio de espécies clinicamente significantes de Neisseria ¢ Haemophilus, ¢
também Eikenella e Actinobacillus, através de substrato convencional e cromogénico.

Cada “kit” consiste de 20 recipientes para testes de RapID NH, blocos de anotagdes
para resuitados e um manual dé.instrugff‘)es. |

O recipiente para teste de RaplD NH contém 10 cavidades para reagdes {(com
enzimas dehidratadas), que proporciona 12 “scores” para os testes, e se necessario, um
décimo terceiro score de teste (NO,). As cavidades de teste 8, 9 ¢ 10 sfo bifuncionais

contendo 2 testes diferentes na mesma cavidade. O primeiro teste ¢ obtido sem adi¢fio do
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reagente, fornecendo o primeiro resultado. Na mesma cavidade € adicionado o reagente que
fornece o0 segundo resultado. Os testes bifuncionais sfo distintos e ndo necessariamente
relatados.

Apb6s 4 horas de incubagdo, as reacdes sfo obtidas através da leitura visual.
Identificacbes sdo realizadas usando cada score de teste individual, em conjunto com as
informagSes obtidas através da morfologia colonial coloragio de Gram, produgio de
catalase e requerimento gasoso. O resuitado padrio do score positivo e negativo ¢ usado
como base para identificagfo do teste isolado pela comparagdo dos resultados obtidos com
resultado padrdo que € encontrado no manual de dados (RapIlD NH System Code
Compendium).

O recipiente de teste RapID NH e reagentes devem ser estocados a 2-10°C. O fluido
para inoculagdo RaplD (RaplD Inoculation Fluid), deve ser estocado a 15-30°C, na
embalagem original.

2 .Materiais

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

K e ettt e e s st s e st e s st s e e e s ne v e ent e ne et e nn e e enenieen 7.5g
(;aClz .................................................................................................................. 0,5g
AgUa deIONIZAGA. .. .ot raecua et st saa e et s et n s e 1000 mL
pH: 7,5-8.5

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

1 frasco contendo 15 ml de reagente fnnova Nitrate Reagent A (#30-9003)
1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Nitrate Reagent B (#3 0—9004)
Swabs estéreis

Padrio McFarland: 3

Placas contendo FAA + 5% de sangue desfibrinado de carneiro

3.Procedimentos para identificago
Os microrganismos s3o subcultivados em placas contendo FAA+5% sangue de
carneiro por 18 a 24 horas a 37°C. As culturas puras sfo primariamente checadas utilizando

a morfologia da coldnia, coloragio de Gram, producio de catalase e requerimento gasoso.
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Um swab estéril ¢ usado para inoculaciio das coldnias bacterianas no fluido de
inoculagdo RapID. A suspensfio do microrganismo que sera testado devendo atingir no
minimo o equivalente ao padrdo McFarland 3, ¢ preparada (uma suspensdo preparada com
turbidez menor que padrdo McFarland 3 pode comprometer o desenvolvimento do teste).
As suspensdes sfo misturadas e agitadas (se necessario), e usado at¢ 15 minutos do preparo.
A pelicula de protegfio do recipiente é devidamente descolada para a inoculaggo bacteriana.
Uma pipeta estéril ¢ introduzida na suspensdo bacteriana, e todo o conteiido ¢ transferido
para o recipiente de teste, na cipula do canto direito superior. O recipiente para teste €

entfo, selado novamente pela pelicula de prote¢iio, mantendo-o em superficie horizontal.

Cupula bioquimica

-’

{ Inoculacéio

[N

Este & gentilmente inclinado de forma que a suspensio seja distribuida

uniformemente nas clpulas superiores.
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Ao adicionarmos os reagentes nas cavidades de teste especificas, obtém-se o
segundo resultado, através da reagfio do reagente e observando-se a alteragfio da cor.

O resultado obtido ¢ comparado com o padrio, que é encontrado no manual de
dados.

d} API 20 Strep

1.Descrigdo

O sisterna API 20 Strep (#) é um teste bioquimico para identificacio da maioria dos
Streptococos encontrados na bacteriologia médica baseado em 20 testes.

Cada “kit” contém 25 tiras de testes, recipiente de incubagfo, ampolas de meio GP,
bloco de anota¢des para os resultados e manual de instruciio API 20 Strep. A identificagdo
das espécies pode ser interpretada com “Analytical Profile Index” ou com o sofiware

APILAB. As tiras de testes API 20 Strep e as ampolas devem ser armazenadas entre 2-8°C.

2 Materiais

Meio de suspensio

AUa dESHIAAR «....ooocviir oo ees e eeeeereese e nenenae 2mL
GP medium (€10 GP) oot es st sttt st s eas e sines 2mlL
CESTBINA vttt ia st b et st a ettt e st st s seessasarsssseess e snersessnrsnsrsnamsenberssen 0,5¢
TEIPIONA 1ottt b r s e see e resaes s se e n e nen e e essasnereennenes 20,0g
ClLOTEto A SO0 e ettt eeeee e ee e e e e s e eneaeessnnsnneneneasenennenes 5,0g
SUIII0 A€ SOGIO 1ottt e e s e e ee e s e en e e et e e tmneaee et 0,5¢
Vermelho fenol ... s 0,17¢g
Agua desmineraliZada gSP .ovveivureereroieeeereeie et eeeereesas e ess s s sseeaeaersaesanbasesaas 10600 mL
pH: 7.8

Reagentes

NIN

ININHIAINA ©oeiecreeinieiieterenresess e e staeseesseesneseeseeesesseesessassnsranantensaesesessessnssssrasess 7.0g
2-INEIOXIBLANON . cv et vveeieeeeeecrte e e ste s ctse s te s st seseaeeestaseaessmseasaneesannsessneesasaeansseans 100 mL
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VP2 (#7 043 0)

O=NATIOL et ee st r st ebeaen st easasarenen 6g
FRANOL ittt ettt ee e sb s eb et sae e reneense s sbaantenseseeeaneantaas 100 mL
ZYM A (#7 047 0)

Tris-hidroxXimetil-aminometano .........ceoiierinecirecescsstere e seseeesesssssesesenssnesns 25g
ACIAO hIAIOCIOTICO «...cvoveveeeeesereene et eseeseeses st semeesensseseaseessaeeseseseeesnsens 11 mL
Sulfato de 1auril SOQI0........ccovreiriiie ettt ree s cvasaer e assenaeas 10g
ALUB oottt e se e es st e se s e s e e seeesaeeeeeenenens 100 mL
ZYM B (#7 048 0)

Az 1APIA0 BBttt st s s r e s s s s n e nean 0,35g
2-METOXICTANO] L.eoeiiiiiiis i etieeerarissse et e cbs st s s erasaseteseere s e s e s eeneestessassansanbens 100 mL

Padrio de McFarland: 4 (#7 090 0)
Pipetas plasticas descartdveis estéreis
Oleo Mineral (#7 010 0)

Swabs estéreis

Placas contendo FAA + 5% de sangue desfibrinado de carneiro

3 Procedimentos para Identificac&o

Os microrganismos sfo subcultivados em placas contendo FAA + 5% de sangue

desfibrinado de carneiro durante 18-24 horas a 37°C. A cultura pura das coldnias

bacterianas deve ser primariamente determinada pela morfologia das coldnias, coloragiio de

Gram, produgdo de catalase ¢ requerimentos gasosos. Estes procedimentos permitem a

identificacdo primdria das espécies como cocos Gram-positivos, catalase negativa, ¢

anaerobios facultativos.

Swab estéril € usado para inoculagfio do meio de suspensdo. Utiliza-se um inéculo

moderado € a suspensfo microbiana homogénea ¢é ajustada com turbidez igual ac padrio

McFarland 4.

Cinco mL de 4gua sfo adicionados ao recipiente de incubagfio para se manter uma

atmosfera imida € a seguir coloca-se nele uma tira de testes API 20 Strep.
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Uma pipeta estéril ¢ entdio introduzida no meio de suspensfio e somente a porgiio
inferior das cupulas (testes VP a ADH), é preenchida com a suspensdo, evitando a
formacfo de bolhas. Na segunda metade do teste (RIB a GLYG), abrir a ampola do meio
GP e o que sobrou da suspensfio transferir para esta. Misturar bem e distribuir a nova
suspensdo nas cupulas restantes,

Preencher as ctipulas dos testes ADH a GL.YG com duas gotas de 6leo mineral.

Tampar a tira e incubar 0 conjunto sob condi¢des aerObias a 37°C durante 4 horas.
Apos este periodo, adicionar os reagentes, anotar os resultados comparando-os ao resultado

padrdo encontrado no manual de dados API 20 Strep.

¢) API Staph

1.Descricio

API Staph (#2 050 0) € um sistema bioguimico para identificacéo de Stafilococos ¢
micrococos baseados em 19 testes.

Cada “kit” contém 25 tiras de testes, recipiente de incubagdo, ampolas de meio API
Staph, bloco de anotagdes para os resultados, manual de instruc@io API Staph e de dados. A
identificagio das espécies pode ser interpretada com “Analytical Profile Index” ou com o

software APILAB. As tiras de testes API Staph ¢ as ampolas devem ser armazenadas entre
2-8°C.

2. Materials

a) Meio de API Staph

EX1rato de LevedUra.. ..ttt taseses et s e an e e se s es e aneenas 0,5¢g
BaCtOPEPIONE .ottt ecie e et s e etae s et a s n e s s g e s s e st a e et e s eean 10g
ClOTEL0 A€ SO0 e viierir e rcrrresirersrsresaa e te e besressenssssssssssssaseaaseresresnaes 5g
Elementos de 1dentifiCagio ...ttt 10 mL
Agua destiada gD vivirriieirirerirer it ee e s ranesaessass e sseas s e s s ne e e saneneeniiees 1000 mL
PH:7.5

b)Reagentes

NIT 1 (#7 044 0}

ACIAO SUHENTHICO. .ot s en 0,8¢
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ACIAO BCEHCO 5 Nttt ieie s e s eseeeeeseaseanestesssssanseasssssesssssnssssessesnrssssssens 1G0mL

NIT 2 (#7 045 Q)
2§I~N~Dimeti1—}—naftﬂamine ............................................................................ 7,00g
ACKAO BCETICO 5 Nt s e ee ettt e e earaessas s e s asstenaesmes st s s assssanesnn 100mi.

VP 1 (#7 042 0)

ZYM A (#7 047 0)

Tris-hidroximetil-aminometano .........ccceeeevireinieeiiacessessrirsners et asesssessersenns 25g
ACIAO TIATOCIOTICO «.ceveree e eesese s eassesseesesessessssesemsenoessraseren 11 mL
Sulfato de 1auril SOGI0......cvv vt e et tr s s saaeeas e enseseans 10g
AU oot seee et r oot et s e 100 mL
ZYM B (#7 048 0)

A7 TAPIAO BBttt a e e 0,35¢g
2-MELOXICTANOL 11reeiceiieiiriecerer e ee e e e e s e e sreessesstiassre e et staseeanssnsessbeaassaneanrens 100 mL

Padriio de McFarland: 0.5 (#7 090 0)
Pipetas plasticas descartdveis estéreis
Oleo Mineral (#7 010 0)

Swabs estéreis

Placas contendo FAA + 5% de sangue desfibrinado de carneiro

3.Procedimentos para Identificacfio
Os microrganismos séio subcultivados em placas contendo FAA + 5% de sangue
desfibrinado de carneiro durante 18-24 horas a 37°C. A cultura pura das colnias

bacterianas deve ser primariamente determinada pela morfologia das coldnias, coloracio de
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Gram, produgfio de catalase e requerimentos gasosos. Estes procedimentos permitem a
identificacBio primaria das espécies como cocos Gram-positivos, catalase positiva, e
aerébios/anaerobios facultativos.

Swab estéril € usado para inoculagio do meio de inoculagiio do API Staph. Utiliza-
se um indculo moderado e a suspensfio microbiana homogénea ¢ ajustada com turbidez
igual ao padrio de McFarland 0,5.

Cinco mL de 4gua sfo adicionados ao recipiente de incubagfio para se manter uma
atmosfera Umida ¢ a seguir coloca-se nele uma tira de testes API Staph.

Uma pipeta estéril € entdo introduzida no meio de API Staph e somente a porgéio
inferior das cupulas (testes VP a ADH), é preenchida com a suspensfio, evitando a
formag&o de bolhas.

Preencher as cupulas dos testes (ADH) e (URE) com duas gotas de dleo mineral.

Tampar a tira e incubar o conjunto sob condigdes aerdbias a 37°C durante 18 horas.
Apos este periodo, adicionar os reagentes e anotar os resultados comparando-o ao resultado

padrdo encontrado no manual de dados API Staph.
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ANEXO 6 - Testes adicionais

a) Teste da fluorescéncia sob a luz Ultra-Violeta

O teste de ondas de fluorescéncia longas de luz Ultra-Violeta (LW-UV) € usado
para auxiliar na identificacdo de bacilos produtores de pigmenio negro. Certos
microrganismos, especificamente Prevotella melaninogenica, Prevotella
intermedia/nigrescens, apresentam uma fluorescéncia vermelha quando testados sob luz
LW-UV (355nm) em cémara escura. O procedimento de aplicagdo de metanol, que €
realizado se uma reagio negativa ¢ obtida, € usado para confirmar um resultado negative ou

evidenciar um positivo quando o teste € realizado em coldnias velhas.

1)Espécimes
Coldnias de bactérias produtoras de pigmento negro ou colonias morfologicamente

suspeitas de pertencerem ao grupo das produtoras de pigmento negro isoladas em placas de

Agar apos 7 dias de incubagio.

2)Reagentes/Suprimentos

Lampada Ultra-Violeta, Modelo UVL-56, comprimento de onda U.V. — 366nm
Metanol (100%)

Tubos testes (13x100)

Pipetas

Camara escura

3)YProcedimento

Em uma clmara escura, expde-se a placa de agar com o microrganismo a luz LW-
UV. Observa- se as colonias desenvolvem uma fluorescéncia vermelha. Case nfo ocorra
fluorescéncia, deve-se realizar o teste do metanol:
Adicione 0,1mL de metanol 100% ao tubo e emulsione uma colbnia ou véarias colonias de

um mesmo microrganismo no metanol. Observe na cAmara escura sob luz UW-UV. Se nfo
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houver mudanga de cor estd confirmado o resultado negativo, se desenvolver uma
fluorescéncia vermelha ¢ demonstrado um resultado positivo.

Coldnias pigmentadas de negro que fluorescem sob a luz LW-UV podem ser
supostamente identificadas como pertencentes ao grupo das P. intermedia/nigrescens ou P.
melaninogenica. Deve ser realizado o teste do MUG para diferenciacfio entre essas duas
espécies.

Colonias suspeitas de pertencer ao grupo das bactérias produtoras de pigmento
negro que ndo fluorescerem sob a luz LW-UV podem ser supostamente identificadas como
Porphyromonas gingivalis ou podem ser colOnias envelhecidas de P. intermedia ou P.

melaninogenica. O teste do CAAM deve ser realizado para confirmar este resultado.

" b) Teste MUG

O teste do MUG ¢€ conveniente para distinguir Prevotella intemedia/nigrescens que
¢ lactose negativa da Prevotella melaninogenica, Prevotella loescheii e Prevotella
denticola, que s@o positivas para a fermentagdo da lactose,

Bacilos produtores de pigmento negro crescido sobre uma placa de Agar que
fluorescem de vermelho sob a luz LW-UV séo testadas com 4-methylum-belliferyl B-D-
galactoside (MUG) (Sigma-Aldrich, USA). Fermentago da lactose depende da agfio da B-
galactosidase. Hidrolise do MUG pela B-galactosidase resulta na formag&o de 4-methylum-

belliferone. Este € um composto com uma fluorescéncia brilhante sob a luz LW-UV.

1)Espécimes
Bactérias produtoras de pigmento negro que fluorescem sob a luz LW-UV crescidas

durante sete dias sobre uma placa de agar.

2)Reagentes/Suprimentos
4-Methylumbelliferyl-B-D-galactoside (Sigma-Aldrich, USA}
Lampada Ultra-Violeta, Modelo UVL-56, comprimento de onda U.V. - 366nm
Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA).
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3YProcedimento

Dissolver o reagente MUG em dimethyl sulfoxide para atingir uma concentragfo
final de 1%. Espalhe o reagente MUG sobre a placa contendo a bactéria que reagiu
positivamente sob a luz LW-UV. Observe a placa com o reagente MUG na cimara escura
sob luz UW-UV.

Colénias pigmentadas de negro que fluorescem de vermelho sob a luz LW-UV e
formam uma fluorescéncia brilhante quando reagem com o MUG podem ser
{presuntivamente) identificadas como P. melaninogénica.

Coldnias pigmentadas de negro que fluorescem de vermelho sob a luz LW-UV ¢
nfo formam fluorescéncia brilhante quando reagem com o MUG podem ser (supostamente)

identificadas como P. intermedia/nigrescens.

¢) Teste CAAM

O teste do CAAM ¢ baseado na habilidade de um organismo produzir fluorescéncia
ap6s hidrolise da tripsina. E um método rapido para identificar Porphyromonas gingivalis,
que € a (nica bactéria produtora de pigmento negro Prevotella ou Porphyromonas que

produz tripsina através da fluorescéncia pela atividade de tripsina.

DEspécimes
Bactérias produtoras de pigmento negro que nfo fluorescem sob a luz LW-UV

crescidas durante sete dias sobre uma placa de 4gar.

2)Reagentes/Suprimentos
Lampada Ultra-Violeta, Modelo UVL-56, comprimento de onda U.V. - 366nm
Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA).
Tampiéio Tris-HCI 50mM, pH 8.0
CAAM (7-(N-carbobenoxy-gly-cylglycylargininamido)-4-methyl  coumarin HCI)
(Sigma-Aldrich, USA).
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3)Procedimento

Dissolver 0,006mg do CAAM em Sml. de DMSO e adicionar SmlL do tampéo Tris-
HCI 50mM, pH 8.0. Espalhe o reagente CAAM sobre a placa contendo a bactéria que nio
reagiu positivamente sob a luz LW-UV. Observe a placa com o reagente CAAM na cdmara
escura sob luz UW-UV.

Colonias pigmentadas de negro que ndo fluorescem de vermelho sob a luz LW-UV
¢ formam uma fluorescéncia azul brilhante quando reagem com o CAAM podem ser

(supostamente) identificadas como P. gingivalis.
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ANEXO 7- Aspectos clinicos, radiograficos e microbiolégicos dos 60 pacientes

TABELAI3
Aspectos clinicos € radiograficos dos 60 pacientes com canais radiculares associados a

abscessos periapicais.

P | SX/ID |D {DOR |HD :DPA |DP|TE [NEC{OD| H | RES |CAR|AB|ED | LES | EXS | FIS | MO | ABS
1| FB34 {32/ $ |N|{ N |N|IN| S {8 IiNIDEFI N|NIN| § P {S| N | Fz

2 0 M2 145 s IN| s 1sINiI S| SINIDEFININISI NI CcIN|I N IsMp
3 0 MMA7 (1451 S INJ N | SINI S IsINIPROININININ P INI N E

4 | F19 1261 N 1S 1 8§ i SINI s | sINIDEF| N INIs!| s P SI N | Fz
S ) F33 1150 8 INI S ISINI SIS INI A!SININI|I S H N N _ SP

6 | Fa9 1120 S INI|l s !'siIN| s s I NI/ DEF| NINISI S P_I N N _SML
70 Fs3 tul s sl s tsi Nl s s NI DEF! N I N!ISI N | S N N iSMD
81 FN9 1361 8§ N1 S I SI NI S S INn|DEFI N IN!S! N | S (N1 S | s
9 | M3 146 S N S I SI NI S isINIALS INISI S PN N _|SMD
10 FA9 (41l N 1S N I SINIT S IS I NIPROINININI S THPIs! § [ F2
1l M/53 1481 S N S 1 SI NI S | SINIDEFIN INIS I S i S N N ISMD
2. Mm0 1350 S NG S SIS I NISINIDEFEININISIS P_INI N_ISMD
Bl MA30. 1220 8§ ‘N1 8 1 8SINiI S | SINIPO!SINIS. S P NI N | Sp
14.) F39 'a4l § Wi 8 (SNl S s tIND A LS INISIS P_INT N _[SMD
15 F23 1210 s INP s IsINI S i 8 INI A S INISLS PINGT S ISML
el M1l 46 8 1S S8 I SINI S I SINIPROIN I NIS: S S NI N SMD
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S=sim; N=nfio

P=paciente; SX=sexo-F= feminino, M=masculino; D= idade; D=dente; HD=hisiéria de dor; DPA=dor & palpagio;
DP=dor & percussio; TE=tratamento endoddntico prévio, NEC=necrose; OD= odor, H=higido; RES=restauragiio-
DEF=definitiva, PRO=proviséria, A=ausente; CAR=cariado; AB=aberto; ED=edema; LES=iesio; EXS=exsudato,
P=purulento, H=hemorragico, C=claro, Se=seco; FIS=fistula; MOB=mobilidade; ABS=abscesso, SP=subperidsteo,

SMD=submucose difuse, SML=submucoso localizado, F~fénix, FZ=fistulizacio,
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TABELAl4

Achados microbioldgicos dos 60 pacientes com canais radiculares associados a abscessos

periapicais e a localizac8io clinica dos respectivos abscessos encontrados.

P*{ Abs Microrganismos
i FZ | Actinomyces viscosus
2 | SMD | Peptostreptococcus micros, Peptostreptococcus prevotii, Gemella morbillorum,
Gemedla haemolysans
3 F Peptostreptococcus micros, Fusobacterium necrophorum, Streptococcus anginosus
4 FZ i Clostridium acefobulyticum, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis,
Streptococcus anginosus
3 SP | Ndo houve crescimento bacteriano
6 | SML | Swreprococcus mitis, Gemella morbillorum, Gemella haemolysans
7 | SMD | Eubacterium lentum, Aerococcus viridans
8 SP | Lactobacillus lactis
9 | SMD | Fusobacterium necrophorum, Enterococeus faecium
10 FZ | Streptococcus sanguis, Streptococcus constellatus, Streptococcus mitis,
Staphylococcus saccharolyticus
11 | SMD | Peprostreprococcus prevotii, Gemella morbillorum, Peptostreptococcus spp.
12 | SMD | Streprococcus acidominus, Cardiobacterium hominis
i3 SP | Fusobacterium necrophorum, Clostridium subterminale, Gemella morbillorum, Gemella haemolysans
14 | SMD | Prevotella intermedia, Peptostreptococcus asaccharolyticus, Eubacterium aergfactens,
Streptococcus constellatus, Gemella morbillorum, Cardiobacterium hominis
15 | SML ! Peptostreptococcus micros, Peptostreptococcus tetradius, Streptococcus constellaius,
Cardiobacteriun hominis, Neisseria spp.
16 | SMD | Streprococcus mitls
17 1 SML | Peptostreptococcus anaerobius, Peptostreptococcus prevotii, Gemella morbillorum, Staphylococcus epidermidis
18 FZ, | Bacteroides gracilis, Peptostreptococcus micros, Peptostreptococcus prevotii, Clostridium hastiforme,
Lactobacillus minute, Streptococcus oralis. Streptococcus mitis, Streptococcus infermedius,
Staphylococcus epidermidis, Bacteroides spp.
19 | SMD | Prevotella intermedia, Prevotella loescheii, Peptosireptococcus micros, Peptosireptococcus prevotii,
Clostridiyum subterminale, Lactobacillus spp.
20 | SMD | Pepiostreptococcus micros, Peptostreplococcus prevotii, Fusobacterium necrophorum, Streptococcus constellatus
21 FZ | Peptostreptococcus micros, Eubacterium limosum, Veillonella spp., Staphylococcus saccharolyticus,
Tissierellu praeacuta, Peptostreptococcus spp.
22 | SMD | Prevotella corporis, Prevotella oris, Bactercides gracilis, Peptostreptococcus prevotil, Tissierelia praeacuta
23 SP | Prevoiella buccae, Frevorella corporis, Peptostreptococcus magnus, Peptostresptococcus prevotil,
Eubacterium lentum, Streptococcus mitis, Gemella morbillorum
24 | SMD | Peprostreptococcus prevotii, Lactobacillus acidominus, Gemella haemolysans, Staphylococcus saccharolyficus,
Capnocytophaga spp.
25 | SML i Peptostreptococcus anaerpbius, Peptostreptococeus prevotii, Fusobacterium necrophorum,
Streprococeus constellatus, gemella morbillorum
26 | SMD | Prevotella loescheil, Peptostreptococcus prevotil, Clostridium butyricum, Veillonella spp.
26 i SMD | Prevoiella loescheii, Peptostreptococcus prevotii, Clostridium butyricum, Veillonella spp.
27 SP | Prevotella intermedia, Prevotella corporis, Peptostreptococcus micros, Peplostreptococcus prevolii,
Fusobacterium necrophorum, Streptococcus constellatus
28 | SMD | Pepiostreptococcus micros, Peptostreptococeus prevotii, Fusobacterium necrophorum, Gemella morbillorum
29 FZ | Actinomyces naeslundil, Streptococcus mitis, Enterococeus faecalis
30 F Lactobacillus acidophylus, Veillonella spp., Streptococcus mutans

*P=paciente; Abs=abscesso, SP= Subperidsteo, SMD=Submucoso difuso, SML=submucoso localizado, FZ=fistulizacho,
F=f&nix
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Continuacio.

P* | Abs Microrganismos

31 | SMD | Prevotella intermedia, Strepiococcus mitis, Gemella morbiliorum, Cardiobacterium hominis

32 FZ | Streptococcus constellatus

33 | SML | Porphyromonas asaccharolytica, Prevotella intermedia, Prevotella oralis, Prevotella corporis,
Peptostreptococcus anaerobius, Peptostreptococcus prevotii, Fusobacterium necrophorum,
Clostridium novyid, Clostridium cratidioforme, Prevotella spp.

34 | SMD | Fusobacterium necrophorum, Peptostreptococcus prevotil, Streplococcus sanguis, Streptococeus constellatus

35 1 SMD | Prevotella intermedia, Prevotella oris, Fusobacterium necrophorum, Strepiococcus sanguis,
Gemella morbillorum

36 | SML i Peptostreptococcus prevetii, Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum,
Micrococcus spp., Streptococcus oralis

37 | SML ! Streprococeus oralis, Actinomyces odontolyticus, Streptococcus _sanguis, Fusobacterium necrophorum

38 FZ | Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium necrophorum, Clostridium hastiforme,
Eubacterium lentum, Prevotella intermedia

3% | SMD | Fusobacterium necrophorum, Clostridium Hmosum, Peptostreptococcus prevotii,
Neisseria spp., Peptostreptococcus spp.

40 SP | Peptostreptococcus prevotii, Clostridium innocuum, Gemella morbillorum, Peptostreplococcus micros,
Streptococcus constellatus, Enterococcus faecalis

41 | SMD : Prevatella corporis, Prevotella intermedia, Clostridium spp., Peplosireptococcus prevotii,
Wolinella spp.. Peptostreptococcus anaerobius, Staphylococeus lentus

42 FZ | Fusobacterium necrophorum, Peptostreptococcus micros, Eubacterium lensum,
Staphylococeus saccharolyticus

43 | SMD | Peptostreptococcus micros, Prevotella bivia, Tissierella pracacuta, Peplostreptococcus prevotii,
Streptococcus sanguis

44 | SMD | Streprococcus constellatus, Gemella morbitlorum, Veillonella spp., Streptococcus mills,
Staphylococeus epidermidis

45 | SMD | Porphyromonas gingivalis, Peptostreptococcus micros, Eubacterium limosum, Veillonella spp.,
Streptococcus sanguis

46 | SMD | Streptoceccus constellatus, Bacteroides ureolyticus, Actinomyces viscosus,
Gemella morbillorum, Fusobacterium nucleatum, Prevoiella intermedia

47 | SMD | Bifidobacterium spp., Fusobacterium nucleatum, Streptococcus sanguis

48 | SMD ' Gemella morbillorum, Fusobacterium nucleatum, Prevotella buccae, Streptococcus mitis,
Prevotella intermedia, Prevolella melaninogenica

49 SP | Swreptococcus mitis, Peptostreptococeus magnus, Streptococcus oralis, Gemella morbillorum,
Pepiaosireptococcus indolicus, Clostridium difficile, Fusobacterium nucleatum,
Peplostreptococcus asaccharolyticus, Peptostreptococcus micros, Bacteroides ureolvticus,
Strepiacoccus salivaris, Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Prevotella loescheii

50 SP | Prevotella intermedia, Streptococcus oralis, Fysobacterium nucleatum,
Peptostreptococcus micros, Prevotella melaninogenica

31 | SMD | Srreptococcus mifis, Streptococcus sanguis, Fsobacterium nucleatum, Peptostreplococcus micros,
FPrevotella intermedia, Fusobacterium necrophorum, Bacteroides ureolyticus

52 | SMD i Fusobacterium nucleaturn, Fusobacterium necrophorum, Streptococcus sanguis,
Peptostreptococcus micros, Actinomyces viscosus

53 | SMD | Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, Eubacterium lentum, Prevotella intermedia
Prevotella corporis, Peptostreptococcus prevotii

54 SP | Clostridium bifermentans, Gemella morbillorum, Bacteroides ureolyficus, Actinomyces naeslundii,
Bifidobacterium spp., Clostridium difficile, Fusobacterium nucleatum, Pepiostreptococcus anaerobius

55 | SMD ! Gemella morbillorum, Gemella haemolysans, Streptococcus acideminus, Propionibacterium gcnes,
Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros

56 FZ | Prevotella intermedia, Prevotella oralis, Prevotella buccae, Eubacterium lentum,

Eubacterium limosum, Clostridium difficile
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Continuaggo

P* ! Abs Microrganismos

57 | SML | Propionibacterium acnes, Fusobacterium necrophorum, Enterococus faecalis

58 | SMD | Prevoriella buccae, Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum
Bifidobacterium adolecentis, Streptococcus anginosus, Gemella morbillorum

59 | SMD | Eubacterium lentum, Bacteroides fragilis, Veillonella spp., Streptococcus mitis,
Tissierella pracacuta

60 | SMD

Peptostreptococcus prevolll, Peptostreptococcus anaerobius, Fubacterium lentum, Prevotella buccae,

Prevotella intermedia, Bacteroides ureolyticus, Streptococcus constellatus,

Veillonella spp., Fusobacterium necrophorum
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