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ANALISE DA MICROBIOTA AEROBICA ENDODONTICA DE DENTES COM
E SEM LESAO PERIAPICAL
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Resumo: As bactérias sdo o principal agente etioldgico das patologias pulpares e perirradiculares, exercendo importante papel
tanto na indug@o quanto na perpetuagio de processos inflamatdrios da polpa e do periapice. Conhecer a microbiota envolvida
nas diferentes fases de evolugdo da infecgdo endodontica é, portanto, de extrema importancia para o correto tratamento
de cada caso. O presente estudo teve como objetivo qualificar e quantificar os microrganismos envolvidos nas infec¢des
endododnticas de dentes com e sem lesdo periapical visivel ao exame radiografico de pacientes da clinica odontoldgica da
Faculdade da Serra Gaucha (FSG) atendidos de fevereiro a maio de 2015. Para tal se coletou material necroético do interior dos
canais radiculares destes elementos com o auxilio de limas endodonticas #15 que foram acondicionadas em tubos de ensaio
contendo caldo BHI que foram incubados em aerobiose a 37° por 48h. Posteriormente se utilizou estes caldos para semeadura
em placas de Petri com Agar BHI para identificacio das espécies e contagem das UFC/ml. No grupo dos dentes sem lesio
periapical foi encontrada menor variedade de espécies bacterianas cultivaveis, mas um maior nimero de bactérias quando
comparado ao grupo de dentes com les@o periapical (p<0,01). Conclui-se, portanto, que dentes com infec¢des endoddnticas
primarias apresentam rica microbiota endodontica que sofre alteragoes de quantidade e variedade conforme a doenga evolui,
com diminui¢do dos microrganismos aerdbios e anaerobios facultativos e aumento dos anaerdbios estritos.

Descritores: Endodontia; Microbiologia; Polpa Dentaria; Lesdo Periapical.

Abstract: Bacteria are the main agent of pulp and periradicular diseases, playing an important role in both the induction and
perpetuation of inflammatory processes of the pulp and periapex. Knowing the microbiota involved in different stages of
evolution of endodontic infection is therefore extremely important for the correct treatment of each case. This study aimed to
qualify and quantify the microorganisms involved in endodontic infections of teeth with and without periapical lesion visible
to the radiographic examination of patients of the dental clinic of the Serra Gaucha College (FSG) met from February to
May 2015. For this necrotic material from the root canal these elements was collected with the aid of endodontic files # 15
witch were put in test tubes containing BHI broth and incubated acrobically at 37°C for 48h. Subsequently these broths were
used for seeding Petri dishes with agar BHI for species identification and counting of CFU / ml. In the group of teeth without
periapical lesion was found smaller variety of bacterial species, but a larger number of bacteria compared to group of teeth
with periapical lesions (p <0.01). It follows, therefore, that primary teeth with endodontic infections feature rich endodontic
microbes suffering quantity and variety changes as the disease progresses with decrease of aerobic and facultative anaerobic
microorganisms and the increase of strict anaerobes.

Keywords: Endodontic; Microbiology; Tooth Polp; Periapical Lesion.

INTRODUCAO se por um lado temos o aumento da quantidade de
bactérias, por outro temos a diminui¢ao da varieda-
de de espécies bacterianas que conseguem sobrevi-
ver a um ambiente cada vez mais hostil®.

A infeccao dos canais radiculares € Gnica na

As bactérias sdo o principal agente etioldgico
das patologias pulpares e periapicais, exercendo im-
portante papel na indugdo e perpetuagio de proces-

sos inflamatorios na polpa e no periapice'. Conforme
a infeccdo avanga, as bactérias e seus subprodutos
alcancam toda a extensdo do sistema de canais ra-
diculares, ocasionando o desenvolvimento de lesdo
periapical>. Com essa evolugdo, o perfil bacteriano
no interior dos canais radiculares também se altera;
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cavidade oral, visto que ela se estabelece em um
ambiente previamente livre de microrganismo®.
Este processo inicia-se depois de uma necrose pul-
par como resultado de carie, trauma ou procedi-
mentos iatrogénicos, quando as bactérias invadem
¢ colonizam o sistema de canais radiculares’.
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Os microrganismos isolados, com maior
frequéncia dos canais radiculares infectados sdo
predominantemente os anaerdbios estritos, como
Peptostreptococcus, Bacteroides, Prevotella,
Porphyromonas, Fusobacterium, Eubacterium,
Actinomyces, Lactobacillus, Propionibacterium,
Bifidobacterium, Veillonella e Capnocytophaga.
Menos frequentemente sdo Neisseria, Haemophilus,
Eikenella, Staphylococcus, Mitsuokella e Wolinella spp.
Os anaerobios facultativos mais comuns sao cocos,
dos géneros Enterococcus e Gemella. E relatada
a presenca ocasional de espécies Enterobacter,
Bacillus, Tissierella, Campylobacter e Actinobacillus spp.
e mais raramente sdo isolados Hafnia, Salmonella,
Proteus, Aerobacter e Alcaligenes spp.®. No que
diz respeito os microrganismos aerobios, sdo im-
portantes agentes causadores de lesdes endoddn-
ticas os seguintes géneros: Mycobacterium spp,
Nocardia spp., Mima spp., Pseudomonas spp.
e Micrococcus spp.’®. Também foram isoladas
espiroquetas,Mycoplasmassp., bem como espécies
do género Candida ssp.’.

Dessa forma, para entender completamen-
te a etiopatogenia das patologias pulpares e pe-
riapicais e assim desenvolver estratégias mais
efetivas para o tratamento endoddntico, ¢ ne-
cessario entender a composi¢ao da microbiota
presente no sistema de canais radiculares, o que
¢ particularmente importante ja que a presenca
de lesdao apical ¢ um dos maiores indicadores
para o sucesso ou o insucesso desta terapial®.
Sendo assim, a analise da microbiota de dentes
com infeccdo endoddntica em suas diferentes
fases de evolucdo ¢ de extrema importancia ndo
sO para o entendimento da doenga, mas também
para o correto tratamento e prognostico de cada
caso'!. Portanto, o objetivo deste estudo foi ava-
liar a microbiota endoddntica de dentes com e
sem lesdo periapical visivel radiograficamente,
bem como quantificar as unidades formadoras
de colonia (UFC/ml) das principais espécies
bacterianas envolvidas na infec¢do endoddntica
de dentes com necrose pulpar sem lesdo peria-
pical visivel radiograficamente de pacientes da
clinica de Odontologia da Faculdade da Serra
Gaucha (FSG) da cidade de Caxias do Sul.

MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da FSG (CAAE45273315.1.0000.5311) e
todos os participantes do estudo foram devidamen-
te informados e esclarecidos sobre os objetivos e
riscos da pesquisa e autorizaram sua participacao
através da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Foram excluidos deste estudo
pacientes com antibioticoterapia prévia ha menos
de 3 meses, pacientes com imunodeficiéncia, den-
tes com tratamento endodontico prévio, dentes com
impossibilidade de se estabelecer isolamento abso-
luto e dentes que se encontravam com a camara pul-
par aberta ao meio bucal no momento da coleta.

A coleta das amostras foi realizada durante
a primeira consulta de tratamento endoddntico,
sendo que, apds o procedimento de coleta, os
pacientes continuaram em atendimento e acom-
panhamento nas disciplinas correspondentes.
Todos os procedimentos foram realizados nas
dependéncias da Clinica Odontologica da Facul-
dade da Serra Gatcha (FSG).

Procedimentos clinicos

Apos realizado o diagnostico dos dentes
que apresentaram necrose pulpar sem ou com
lesdo periapical visivel ao exame radiografico
(grupos 1 e 2 respectivamente), foi feito isola-
mento absoluto do dente. O acesso a cavidade
pulpar foi realizado com brocas esféricas em alta
rotagdo com refrigeracdo. A coleta de amostra foi
realizada com limas endodonticas #15' estéreis,
que foram introduzidas no canal radicular até o
2mm aquém do comprimento aparente, determi-
nado através de radiografia periapical prévia, e
tracionadas contra as paredes do conduto.

Procedimentos microbiolégicos

Apos o tecido necrosado ser coletado, a lima
endodontica foi acondicionada em um tubo de en-
saio contendo caldo BHI (Brain Hearth Infusion),
estes tubos foram enviados ao Laboratorio de Mi-
crobiologia e Patologia Bucal da FSG, onde foram

incubados em aerobiose a uma temperatura de
! Dentsply Maillefer, Catanduva, Brasil.
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37°C por 48 horas. Durante este periodo de tempo,
os tubos foram triados quanto a turbidez observada
a partir do crescimento bacteriano do caldo.

Para o processo de identificacao bacteriada,
apos as 48 horas da incubacao inicial, uma aliquo-
ta de 0,5ml de inoculo do caldo BHI foi semeada
em placa de Petri contendo Agar BHI e novamente
incubada em aerobiose por 48h.

Para a contagem das Unidades Formadoras
de Colonias (UFC/ml) foi utilizado uma solucao
mae a partir da escala de 0,5 de McFarland. Logo
apdés o ajuste da concentracdo, uma aliquota de
50ul pertencente a diluicdo de 10* foi utilizada
para semeadura em placa de Petri com Agar BHI ¢
incubada em aerobiose por 48h.

Analise de dados

ApoOs a obtencao dos dados, os mesmos fo-
ram analisados utilizando o programa Graphpad
Prism 6'. Diferengas na prevaléncia das diferen-
tes espécies dentro das coletas foram comparadas
por meio do teste de frequéncia relativa e absoluta
para dados nominais. Para testar a hipotese nula
de relagdo entre as espécies foi utilizado o teste ¢
ndo pareado. Para andlise da diferencga estatistica
foi utilizado p valor de 0,05 com 95% de intervalo
de confianca.

RESULTADOS

Os achados foram obtidos através da coleta
de 12 canais radiculares infectados sendo 3 sem
lesdo periapical (Grupo 1) e 9 com lesdo periapi-
calvisivel radiograficamente (Grupo 2).

A distribui¢do dos achados microbioldgicos
esta apresentada na Tabela 1. No Grupo 1 obti-
vemos uma menor variedade de espécies micro-
biologicas cultivaveis quando comparado com os
achados para o Grupo 2. Quanto a contabiliza¢ao
de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL),
obtivemos uma diferenca significativa (p<0,01)
entre os grupos sem e com lesao periapical, sendo
que o Grupo 1, embora tenha apresentado uma me-
nor variedade bacteriana, teve um maior nimero
de bactérias enquanto o Grupo 2 apresentou uma

! GraphPad Software Inc., La Jolla, EUA
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variedade maior de microorganismos cultivaveis,
porém estes encontravam-se em menor quantidade
dentro do canal radicular (Figura 1).

Tabela 1 - Identificacdo das bactérias segundo os grupos,
tipo e coloragdo Gram.

Grupo Microorganismo
Gl Streptococcus oralis

Tipo / Gram
Cocos gram-negativos

Sem  Neisseria mucosa

Lesdo Microorganismo sugestivo

(n=3) de anaerobio*

QG2 Campylobacter spp Cocos gram-negativos

Com  Candida spp. Cocos gram-positivos

Lesdo Enterococcus faecalis Bastonetes gram-negativos
(n=9) Neisseria mucosa Espiroquetas gram-negativas

Streptococcus sanguis Leveduras
Streptococcus spp.

Treponema denticola

Microorganismo sugestivo

de anaerobio*

*Nao foi possivel realizar identificagdo conclusiva da cepa.

Unidade Formadora de Coldnias por mL de microrganismos isolados a
partir de infecgoes endodonticas na Clinica de Odontologia da FSG
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Figura 1 - Grafico de UFC/por mL por grupo (p<0,05).
DISCUSSAO

A doenca endodontica é uma infec¢ao media-
da por um biofilme bacteriano sendo que sua elimi-
nacao do sistema de canais radicular € o principal
objetivo do tratamento endoddntico'*"* e a compre-
ensdo dos agentes microbiologicos envolvidos nas
diferentes etapas da doenca ¢ de fundamental im-
portancia'®. Dessa forma, a identificagdo completa
do microbioma endoddntico ¢ um passo importan-
te para a compreensao das mudangas microecolo-
gicas que levam, por exemplo, a agudizacdo dos
quadros infecciosos'®. Nos tltimos anos, diversos



SANTOS, EL; GAZZONI, AF; WAGNER, C. Analise da microbiota aerdbica endodontica de dentes com e sem lesao pe-
riapical. Rev. Ciénc. Saude, Sao Luis, v.17, n.1, p. 33-39, jan-jun, 2015.

estudos vém sendo realizados justamente para ten-
tar avaliar e identificar a microbiota endodontica
em diferentes condi¢des clinicas e histopatologicas
(necrose pulpar, abcessos periapicais agudos e cro-
nicos, granulomas, cistos, entre outros)*>6815-20,

Um ntmero significativo de parametros mi-
croecoldgicos podem determinar o estabelecimen-
to de um biofilme bacteriano especifico em um
determinado nicho da cavidade oral, estes fatores
incluem o pH local, pressdo parcial ou abundante
de oxigénio, disponibilidade de nutrientes e o esta-
do da resposta imune local do hospedeiro?'. Além
disso, o grau de severidade de uma infeccdo en-
dodontica esta relacionado ndo s6 a presenca de
microorganismos mas ao numero desses micro-
organismos no sitio infectado***?, sendo possi-
vel que algumas associacdo bacterianas possam
resultar numa comunidade polimicrobiana mais
virulenta>®*, No presente estudo observamos uma
diferenca significativa entre as UFC/mL entre os
dois grupos de estudo, o que pode indicar, como
consideram Sundqvist’ e Nair’, uma mudanga no
perfil microbiologico da flora endodontica confor-
me a doenga avanga, com a diminui¢ao do niumero
de microorganismos e/ou espécies aerdbias estritas
e facultativas e aumento das anaerobias estritas.

Segundo Siqueira** e em concordancia com
nossos resultados, as infec¢des primarias sdo, de ma-
neira geral, infecgdes mistas constituidas principal-
mente de bactérias anaerobias (predominantemente
do género Bacteroides, Porphyromonas, Prevotella,
Fusobacterium, Treponema, Peptostreptococcus,
Eubacterium e Campylobacter) e onde estreptoco-
cos facultativos ou microaerdfilos também sao comu-
mente encontrados. Ja Nair** afirma que a compo-
sicao da microbiota endoddntica pode variar muito,
sendo que os principais microorganismos encontrados
sdo cocos gram-positivos do género Steptococcus,
Enterococcus e Peptostreptococcus, cocos gram-
negativos do género Neisseria e Veillonella, bacilos
gram-positivos do género Actinomyces, Corynebacterium,
Lactobacillus, Eubacterium e Propionibacterium e ba-
cilos Gram-negativos do género Capnocytophaga,
Eikenella, Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,
Selenomonas, Treponema e Campylobacter, o que
também concorda com nossos achados.

De todos os microorganismos citados, o
Enterococcus faecalis (identificado em nosso es-
tudo no grupo 2) ¢ um dos principais, sendo co-
mumente relacionado aos casos de insucesso do
tratamento endodontico®, ja que é um patogeno
com capacidade de sobreviver em ambientes com
baixa quantidade de nutrientes e mesmo apds o tra-
tamento endodontico?”’, sendo que alguns pesqui-
sadores vém utilizando esta bactéria como base de
estudo para o desenvolvimento de novas técnicas
de desinfec¢ao do canal radicular ou de novas me-
dicagdes intracanais a fim de aumentar as chances
de eliminagao deste microorganismo”%, Quanto a
diversidade de espécies microbianas encontradas
no biofilme endodontico, em dentes com lesao pe-
riapical, Siqueira e colaboradores® identificaram
10 filos, 84 géneros e 187 espécies; Ozok e cola-
boradores®! identificaram 24 filos, 317 géneros e
606 espécies; Li e colaboradores* identificaram 13
filos e 179 géneros. Essas diferencas de contetido
microbiologico endodontico observada entre os
estudos pode se dar pelas diferencas entre dentes
escolhidos, metodologias de coleta e cultivo, loca-
lizagdo geografica (qual parte do sistema de canais
radiculares), técnicas de identificacdo (convencio-
nais ou moleculares) e bases de dados usadas para
a identificagdo bacteriana®***,

Devemos ainda considerar que a microbiota
endoddntica normalmente muda conforme o tem-
po da infec¢do® e pode diferir também de acordo
com o tipo de doenga periapical, sendo que uma
maior variedade de espécies bacterianas pode estar
associada a lesdes periapicais cronicas € um grupo
mais reduzido pode estar associado com doencgas
periapicais sintomaticas como a periodontite api-
cal aguda e o abcesso periapical agudo*, o que
estd de acordo com os achados de nosso estudo
onde encontramos uma maior variedade de espé-
cies bacterianas cultivaveis no grupo dos dentes
com lesdo periapical. Vale ressaltar ainda que as
mudangas de microbiota também podem estar as-
sociadas as mudangas da resposta imune no canal
radicular e regido periapical. Por esta razdo, as
amostras endodonticas obtidas para analise micro-
biologica devem também ser avaliadas quando a
seu perfil de mediador inflamatorio®.
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Entretanto, ¢ importante salientar que a gran-
de limitag¢ao deste estudo esta no método de cultivo
em aerobiose € ao numero reduzido de amostras, o
que restringiu nossos achados a microrganismos ae-
rofilos estritos e anaerobios facultativos. Atualmente
existem diversas técnicas de cultivo e identificagdo
microbiana, sendo os métodos moleculares, como
os que utilizam Polimerase Chain Reaction (PCR),
os mais precisos'®". Todavia, quando se utiliza estes
métodos moleculares ¢ importante avaliar nao s6 a
presenca de determinada espécie bacteriana mas tam-
bém a quantidade de células na amostra a fim de asso-
ciar com os sinais e sintomas clinicos. Infelizmente,
até hoje nao existe um tnico método capaz de coletar
e quantificar todos os microorganismos encontrados
no espacgo pulpar e estruturas relacionadas!”-

Portanto, com o avango das técnicas mole-
culares de identificacdo bacteriana, mais estudos
se fazem necessarios para o conhecimento cada
vez mais aprofundado da microbiota endodontica,
principalmente buscando sua associagdo aos dife-
rentes sinais e sintomas clinicos.

CONCLUSAO

Com o presente estudo pudemos concluir
que dentes com infec¢des endodonticas primarias
(dentes com e sem lesdo periapical) apresentam
uma rica microbiota endodontica. Inicialmente a
infec¢do endoddntica ¢ constituida de uma grande
variedade de espécies bacterianas e um maior nu-
mero de microrganismos aerobios estritos e anae-
robios facultativos. Entretanto conforme a doenca
avanca ocorrem mudangas ambientais que acar-
retam altera¢des no biofilme endoddntico, com a
diminui¢do da quantidade de microrganismos ae-
robios e anaerdbios facultativos e da variedade de
espécies bacterianas, com a predominancia de mi-
crorganismos anaerdbios estritos.
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