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RESUMO

CAMPOS, Marta R. Microbiota endod6ntica associada ao insucesso

do tratamento de canais radiculares - Reviséo de literatura.

2014. Trabalho de conclusao de curso (Especializagdo em Endodontia) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2014.

O objetivo deste estudo foi descrever, através de uma revisdo de literatura, a
composi¢do microbiana em dentes que apresentam infeccdes associadas ao
insucesso do tratamento endodéntico relatada em artigos do tipo “Ensaio clinico”
que utilizaram técnicas de cultura e moleculares de identificacdo microbiana. A base
de dados utilizada para tal revisdo foi MEDLINE (PUBMED), compreendendo
artigos publicados entre 01 de janeiro de 1993 e 31 de dezembro de 2013. O termo
de busca empregado foi [Infection Root Canal]. Sistematizou-se o estudo através de
3 tabelas, as quais abordaram a selecdo da amostra, delineamento, aspectos
metodoldgicos de estudo e o perfil microbiano de ambos os métodos. Foram
selecionados 30 artigos, destes, 12 utilizaram o método de cultura, 21 métodos
moleculares e trés autores abordaram a associacao de ambos métodos. A mediana
de pacientes estudados foi de 24. O método de cultura microbiana isolou 195 cepas
microbianas, que pertenciam a 119 espécies com predominio de bactérias
anaerobias estritas e gram-positivas. Considerando-se as espécies mais
frequentemente isoladas, observa-se Enterococcus faecalis, seguido de Gemella
morbillorum e Popionibacterium acnes. Os métodos moleculares encontraram 182
espécies diferentes. Observou-se um predominio de detec¢ao de anaerébios estritos
e Gram-negativos. As espécies Enterococcus spp., Treponema maltophilum e
Prevotella baroniae foram detectadas com frequéncia. No entanto, este resultado
pode ser sugestivo, uma vez que alguns autores selecionaram métodos especificos
para a identificacdo de certos tipos de bactérias. Os dados do presente estudo
sugerem uma comunidade bacteriana intra-radicular associada ao fracasso no

tratamento endodontico com predominancia de anaerobios estritos e gram-positivos.

Palavras-chave: Endodontia; Microbiologia; Infeccéo.



ABSTRACT

CAMPOS, Marta R. Microbiota endodontic associated with failure treatment of
root canal: literature review. 2014. Final Paper Specialization - Faculdade de
Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

The aim of this study was to describe, through a literature review, the microbial
composition on teeth that have infections associated with failure of endodontic
treatment reported in articles such as “clinical trial" that used classical and molecular
techniques for microbial identification. The database used for this review was
MEDLINE ( PubMed ) , comprising articles published between January 1, 1993 and
December 31, 2013 . The search terms used were [ Root Canal Infection ] . After
study selection, information such as study design, methodological aspects and
microbial profiles were addressed. 30 articles, of which 12 used the culture method,
21 and three molecular methods were selected authors addressed the combination
of both methods. The median of patients studied was 24. The method of microbial
culture isolated 195 strains, belonging to 119 species, with predominance of
anaerobic and Gram-positive bacteria. The most frequently isolated species were,
Enterococcus faecalis, followed by Gemella morbillorum and Propionibacterium
acnes. Molecular methods detected 182 different species. There was a
predominance of Gram-negative and strict anaerobes. The species Enterococcus
spp., Treponema maltophilum and Prevotella baroniae were frequently observed in
the samples. However, this result may be suggestive, since some authors selected
specific methods for identification of certain types of bacteria. Data from the present
study suggest a intraradicular bacterial community associated with failed endodontic
treatment with predominance of strict anaerobes and gram-positive.

Keywords: Endodontics; Microbiology; Infection
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INTRODUCAO

O conhecimento sobre os principais aspectos do processo infeccioso
endodbntico assume importancia vital no estabelecimento de estratégias
terapéuticas que visam o sucesso do tratamento, reconhecendo 0s microrganismos
envolvidos, suas vias de acesso ao sistema de canais radiculares, o padrdo de
colonizacdo microbiana desse sistema e as consequéncias da infeccdo endodontica
(LOPES; SIQUEIRA, 2010). A determinagcdo do resultado do tratamento
fundamenta-se através de critérios clinicos, tais como a auséncia de sintomatologia
clinica, mucosa apical normal, auséncia de bolsa periodontal, auséncia de fistula,
restauracdo adequada, e também em critérios radiograficos, como a presenca de
lamina dura, ligamento periodontal regular e redugcdo ou auséncia de imagem
radiolicida (ABBOTT, 1991; BENENATI; KHAJOTIA, 2002).

O éxito do tratamento ndo se observa quando surgem ou persistem
sinais e/ou sintomas de uma infeccdo secundaria ou persistente. A relacdo entre
microrganismos e casos de insucesso da terapia endoddntica € confirmada pela
literatura, a qual evidencia como principal causa da falha do tratamento endoddntico
a sua persisténcia no interior ou no exterior do sistema de canais radiculares
(PINHEIRO et al., 2003 a; SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

Os microrganismos encontram no sistema de canais radiculares um
ambiente favoravel a sua sobrevivéncia e perpetuacéo. Diversos sédo os fatores que
influenciam sua permanéncia, tais como o préprio nicho ecoldgico, a nutricdo,
presenca ou nao de oxigénio, pH e ainda, a concorréncia ou cooperagao com outros
microrganismos (SUNDQVIST et al., 1998).

O rompimento das interagcdes microbianas é de extrema importancia
para a eliminacdo de microrganismos do interior do sistema de canais radiculares.
Para Nair (2004), a maioria das falhas ocorre quando nao foi atingido um nivel
satisfatério para o controle e eliminacdo da infeccdo. Para sobreviverem no canal
radicular ja obturado, os microrganismos devem resistir as medidas de desinfec¢éo
intracanal (preparo quimico-mecéanico e medicacdo intracanal) e se adaptar ha um
meio onde h& poucos nutrientes disponiveis. De acordo com Siqueira Junior (2001
a), um grupo restrito de microrganismos tem tais habilidades e podem estar
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envolvidos nos fracassos endoddnticos. Um estudo molecular realizado por
Sakamoto et al. (2007) revelou que 42% das bactérias encontradas em amostras
pés-instrumentacgdo ou pds-medicacdo ndo sao cultivaveis.

Lopes e Siqueira (2010) indicam que em sua maioria, 0S
microrganismos encontram-se usualmente em suspenséo na fase fluida do canal,
podendo também se estabelecer aderidos as irregularidades das paredes do canal,
em lacunas de reabsorcdo cementaria, em ramificacdes, em deltas, na lesédo
perirradicular e, inclusive, intratubular, ratificando a afirmacdo de que os
microrganismos permanecem nas porc¢des profundas dos tlbulos dentinarios que
servem como um reservatério para a nova infec¢cdo endoddntica (Love; Jenkinson,
2002).

As infec¢Bes endoddnticas séo classificadas conforme a localizagéo da
infeccdo e 0 momento em que se estabelece no canal radicular. A infecgéo
intraradicular secundéria é causada por microrganismos que ndo estavam presentes
na infeccdo primaria e que penetraram no canal durante o tratamento endodéntico,
entre as sessdes ou mesmo apés a conclusdo do tratamento. O autor define ainda,
como infecgao intrarradicular persistente, quando a causa sdo microrganismos que,
de alguma forma, resistiram aos procedimentos intracanais de desinfec¢do. Os
microrganismos foram membros da infeccdo primaria ou de uma secundaria.
Portanto, tais infec¢des sédo geralmente dificeis de serem diferenciadas clinicamente
(LOPES; SIQUEIRA, 2010).

A dificuldade de desestruturar por completo comunidades microbianas
apos os procedimentos de controle da infeccao faz com que sejam constantemente
realizadas pesquisas clinicas para a identificacdo das bactérias presentes em dentes
com insucesso no tratamento endoddntico. Estes estudos adotam técnicas
convencionais de cultivo microbiano e também técnicas modernas envolvendo o
estudo de sequéncias de acidos nucléicos (IWAHARA, 2006). A associacdo destes
métodos tem permitido um estudo mais detalhado do perfil microbiano envolvido
neste processo de manutencdo de patologias apicais mesmo apds o tratamento
endoddntico. Avancos em métodos de amostragem microbiana e no crescimento e
técnicas de identificacdo tém proporcionado muita informacdo nova sobre os
componentes microbianos e complexos que estdo associados a infeccbes
endodoénticas e periodontais (LOVE, 2002).
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Estudos anteriores utilizando os métodos de cultura revelaram
distintamente diferentes floras microbianas em relacdo a infec¢Bes primarias,
incluindo as bactérias gram-positivas principalmente, anaerébios facultativos e
predominantemente alguns anaerébios obrigatorios (SIQUEIRA JUNIOR et al,
2009). Gomes et al. (2004) demonstraram que a microbiota do canal radicular do
dente tratado endodonticamente associado a lesdo apical persistente difere
substancialmente da microbiota de dentes com polpas necrosadas e nao tratados,
tanto qualitativamente, em termos de variabilidade de espécies, quanto
quantitativamente. Devido ao nUmero extenso de estudos, e considerando as
diferentes metodologias empregadas, torna-se necessario sumarizar os resultados e

realizar uma analise critica dos mesmos.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi descrever, através de uma revisdo de
literatura, a microbiota endoddntica associada ao insucesso do tratamento de canais
radiculares relatada em estudos clinicos que utilizaram técnicas classicas e

moleculares de identificacdo microbiana.
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3 MATERIAIS E METODO

O percurso metodoldgico deste estudo consiste em uma revisdo bibliogréfica
de artigos que tratam, especificamente, de ensaios clinicos relacionados a infec¢éo
radicular secundéria/persistente. A base de dados utilizada para tal revisdo foi
MEDLINE (PUBMED) e o termo de busca abordado foi [Infection root canall.

Os critérios de inclusdo foram: ensaios clinicos, publicados entre 01/01/1993
a 31/12/2013 relacionados ao insucesso do tratamento endodéntico, escritos em
lingua inglesa e que obtiveram amostras de canais radiculares de humanos. Foram
excluidos desta revisdo estudos de revisdo de literatura: casos em que a pesquisa
ndo foi realizada em humanos; onde se abordou apenas a infeccdo primaria;
auséncia de tratamento endodéntico prévio, e casos em que o estudo abordou
apenas uma bactéria especifica. Os estudos rechagados nesta ou em etapas
posteriores foram registrados, junto com as razfes da excluséo.

Elaborou-se uma tabela para que fosse realizada a extracdo de dados,
facilitando a sua posterior tabulacdo e andlise. Foram obtidas dos artigos, as
seguintes informacoes:

a) Localizacao Geogréfica;
b) Ndmero de pacientes;

c) Origem da amostra;

d) Forma de coleta;

e) Microrganismos presentes;
f) Método de andlise.

Os dados foram tabulados para posterior analise descritiva.
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RESULTADOS

Conforme critérios de busca foram encontrados 731 artigos para anélise.
Apés a avaliagdo preliminar dos titulos e resumos, 59 contemplavam os critérios de
inclusédo sendo que o texto completo de 30 artigos foi avaliado. Nao foi possivel
obter o artigo de Sonntag & Sigurdsson (1996), sendo este também excluido da
andlise. Os artigos excluidos e os motivos para a sua excluséo estdo descritos na
Tabela 1. As Tabelas 2 e 3 demostram as informacBes extraidas dos estudos

selecionados para analise.
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Tabela 1 — Estudos excluidos apés leitura completa do artigo e motivos de excluséo.

Referéncia (Ano)

Motivo da Excluséo

Kimura et al. (2011)

Estudo realizado em ratos

Love e Firth (2009)
Nair et al. (1999)
Ricucci e Siqueira Jr (2010)

Estudo histolégico

Zehnder e Guggenheim (2009)
JOE editorial board (2008)
Chéavez de Paz (2007)
Garcia (2007)

Zehnder et al. (2005)

Nair (2004)

Goymerac e Woollard (2004)
Siqueira e Rogas (2003)
Siqueira et al. (2002 a)
Siqueira Junior (2001a)
Nair (1997)

Cheung (1996)

Sundqvist (1994)

Revisdo de literatura

Rocas e Siqueira (2013)
Wang et al. (2010)

Saito et al. (2006)

Fouad et al. (2002)

Siqueira Junior et al. (2002 b)
Siqueira Junior (2001b)
Jung et al. (2000)

Sunde et al. (2000)

Drucker et al. (1997)

Siren et al. (1997)

Estudos que avaliaram perfis microbianos em casos de

infeccdo primaria

Kalfas et al. (2001)
Reader et al. (1994)

Relatos de casos clinicos
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Tabela 2 — Selecédo da amostra, delineamento e aspectos metodolégicos do estudo.

Estudo (Ano) Pais Pacientes (n) Método de Analise da Amostra
Nobrega et al. (2013) Brasil 40 Molecular
Signoretti et al. (2013) Brasil 20 Cultura
Anderson et al. (2012) Alemanha 21 Cultura e Molecular
Gomes et al. (2012) Brasil 15 Molecular
Rocas e Siqueira Junior ]

(2012) Brasil 42 Molecular
Wang et al. (2012) China 23 Molecular
Chugal et al. (2011) EUA 7 Molecular
Vidana et al. (2010) Suécia 50 Cultura
Jiang et al. (2009) China 35 Molecular
Rogas et al. (2008) Alemanha 17 Molecular
Cavrini et al. (2008) Italia 23 Molecular
Gomes et al (2008) Brasil 50 Cultura e Molecular
Sakamoto et al. (2008) Brasil 9 Molecular
Gomes et al. (2006) Brasil 50 Molecular
Gomes et al. (2005) Piracicaba, SP 50 Cultura e Molecular
Foschi et al. (2005) Italia 62 Molecular
Kaufman et al. (2005) EUA 58 Molecular
Siqueira et al. (2005) Brasil 21 Molecular
Gomes et al. (2004) Piracicaba, SP 19 Cultura
Rocas et al. (2004) Brasil 14 Molecular
Siqueira e Ré¢as (2004) Brasil 22 Molecular
Pinheiro et al. (2003 a) Brasil 30 Cultura
Pinheiro et al. (2003 b) Brasil 60 Cultura
Siqueira e Récas (2003) Brasil 12 Molecular
Hashimura et al. (2001) Japéo 12 Molecular
Rolph et al (2001) Reino Unido 26 Molecular
Peciuliene et al. (2000) Lituania 25 Cultura
Sundgqvist et al. (1998) Suécia 54 Cultura
Molander et al. (1998) Suécia 100 Cultura
Gomes et al. (1996) Reino Unido 21 Cultura
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Foram avaliados 30 artigos completos, oriundos de diversos paises,
dentre os quais estdo Suécia, Reino Unido, China, Estados Unidos, Italia, Alemanha,
Japdo e em sua maioria no Brasil.

Deste total de estudos, 12 utilizaram o método de cultura e 21 métodos
moleculares para identificacdo das bactérias presentes em infec¢des secundérias e
persistentes. Trés autores abordaram a associacéo de ambos métodos.

As amostras coletadas foram in vivo, a partir de cones de papel estéril,
onde se removeu o fluido do interior do canal radicular de cada elemento dentario.

Pode-se observar uma variagdo no numero de pacientes por estudo entre
7 e 100, sendo que a mediana de pacientes estudados foi de 24.

De acordo com a andlise dos estudos que utilizaram o método de cultura
microbiana, foram isoladas 195 cepas microbianas, que pertenciam a 119 espécies.
Observou-se um discreto predominio de bactérias anaerdbias estritas (57%) sobre
as bactérias anaerodbias facultativas (41,4%), sendo que fungos foram raramente
isolados (1,6%). Considerando-se as espécies mais frequentemente isoladas,
observa-se  Enterococcus faecalis, seguido de Gemella morbillorum,
Popionibacterium acnes, Actinomyces naeslundii, Lactobacillus spp, Streptococcus
constelattus, Streptococcus mitis e Veillonella spp. Houve um predominio de
bactérias Gram-positivas (69,9%). No Apéndice A estdo descritas todas as espécies

microbianas encontradas nos estudos.
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Tabela 3 — Microrganismos descritos nos estudos e perfil microbiano das amostras avaliadas através

do método de cultura microbiana.

Bactérias Coloracéo
Estudo (Ano) Fungos

An. Estritos An. Facultativos Gram +  Gram -
Signoretti et al. (2013) 31 8 0 27 12
Anderson et al. (2012) 4 13 0 14 3
Vidana et al. (2010) 1 7 0 5 3
Gomes et al. (2008) 1 0 0 1 0
Gomes et al. (2005) 2 0 0 0 2
Gomes et al. (2004) 14 8 0 14 8
Pinheiro et al. (2003 a) 6 7 0 10 3
Pinheiro et al. (2003 b) 22 16 1 27 11
Peciuliene et al. (2000) 0 1 0 1 0
Sundqvist et al. (1998) 7 8 1 14 1
Molander et al. (1998) 14 6 1 10 10
Gomes et al. (1996) 4 3 0 5 2
Numero de espécies 106 77 3 128 55
Percentual de espécies 57% 41,4% 1,6% 69,9% 30,1%

O método de estudo que envolve andlise de acidos nucleicos mais

frequentemente empregado foi o a Reagdo em Cadeia da Enzima Polimerase

(PCR). Foram estudadas 182 espécies diferentes. Observou-se um predominio de

deteccdo de anaerdbios estritos e microrganismos Gram-negativos. Fungos foram

pouco investigados nos estudos, sendo que apenas 3 deles os avaliaram. As

espécies Enterococcus spp., Treponema maltophilum, Prevotella baroniae e

Prevotella oralis foram detectadas com frequéncia. Estes resultados estdo descritos

em detalhe na Tabela 4 e no Apéndice B.
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Tabela 4 — Estudos que avaliaram a microbiota de canais radiculares através dos métodos

moleculares, microrganismos detectados e perfil microbiano dos achados.

Técnica Bactérias Coloragéo
Estudo (Ano) Fungos

Molecular An. Estr. An. Facultat. Gram + Gram -
Nobrega et al. (2013) Nested PCR 8 0 0 0 8
Gomes et al. (2012) PCR 4 0 0 0 4
Anderson et al. (2012) PCR 6 6 1 6 6
Rocas e Siqueira. (2012) PCR 6 3 0 6 3
Wang et al. (2012) PCR-DGGE 18 5 0 8 15
Chugal et al. (2011) PCR-DGGE 5 4 0 3 6
Jiang et al. (2009) RT-PCR ND ND ND ND ND
Cavrini et al. (2008) PCR 1 0 0 0 1
Rogas et al. (2008) PCR 10 1 4
Gomes et al. (2008) Nested PCR 1 0 0 1
Sakamoto et al. (2008) PCR 41 24 0 30 35
Gomes et al. (2006) PCR 3 0 0 1 2
Gomes et al. (2005) PCR 4 0 0 0
Foschi et al. (2005) PCR 4 1 0 1 4
Kaufman et al. (2005) PCR 0 1 0 1
Siqueira et al. (2005) PCR ND ND ND ND ND
Rogas et al. (2004) PCR-DGGE 0 1 0 1 0
Siqueira e Rogas (2004) Multiplex PCR 15 2 1 7 10
Siqueira e Ré¢as (2003) PCR 1 0 0 1 0
Hashimura et al. (2001) PCR 3 0 0 3
Rolph et al. (2001) PCR 4 0 10
Numero de espécies 138 53 3 87 104
Percentual de espécies 72% 27% 1% 45,5% 54,5%

Quando se analisa de forma simultanea os achados descritos nas Tabelas 3
e 4 e nos Apéndices A e B, a espécie mais frequente isolada/detectada nos
estudos foi Enterococcus faecalis (14/30 estudos). Outras microrganismos
compreendem as espécies Fusobacterium nucleaum, Prevotella nigrescens,
Propionibacterium  acnes, Gemella  morbillorum, Prevotella intermedia,
Pseudoramibacter alactolyticus, Streptococcus spp e Treponema denticola. O

numero total de espécies relatadas nos estudos foi de 230.
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DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo revisar os relatos da literatura que
avaliaram a composicdo microbiana em dentes que apresentam infeccbes
associadas ao insucesso do tratamento endodéntico que utilizaram técnicas de
cultura e moleculares de identificacdo microbiana. Justifica-se esta proposta em
razdo do papel significativo do entendimento de aspectos microbiolégicos, incluindo
aspectos patogénicos, taxonémicos, morfolégicos e ecoldgicos, uma vez que as
bactérias s@o os principais microrganismos envolvidos na patogénese apical
(HARGREAVES; COHEN, 2011).

Ainda de acordo com Hargreaves e Cohen (2011), investigar bactérias
remanescentes nos canais radiculares na etapa de obturagdo permite avaliar as
espécies que tem potencial de modular desfecho do tratamento. Os microrganismos
que permanecem no interior do sistema de canais radiculares provavelmente
participardo da etiologia da doenca persistente (resultado ja estabelecido)
(HARGREAVES e COHEN, 2011). Estudos anteriores utilizando métodos de cultura
revelaram na infeccdo secundéaria, uma flora microbiana distintamente diferente da
infeccdo priméaria, sendo assim, essencial para promover melhores estratégias de
tratamento que buscam erradicar os microrganismos presentes (SIQUEIRA JUNIOR;
ROCAS, 2009; SIQUEIRA JUNIOR, 2002).

O elevado numero de exclusfes dos 731 artigos encontrados inicialmente
nesta reviséo, explica-se pela dificuldade de encontrar estudos realizados conforme
os critérios de inclusédo do presente estudo: ensaios clinicos realizados in vivo, com
amostras coletadas em dentes de seres humanos e escritos em lingua inglesa,
durante o periodo estabelecido. Muitos estudos foram excluidos pois abordam a
identificacdo de perfis bacterianos presentes em infec¢des primérias e, também,
foram encontrados estudos onde se realizou revisdo de literatura.

A identificacdo da microbiota endoddntica pode ser realizada por métodos
de cultura e moleculares. Dentre estes dois métodos encontrou-se com maior
frequéncia no presente estudo artigos que empregaram métodos moleculares para
investigacdo dos microrganismos. Observou-se que 21 estudos avaliaram as
amostras por meio de métodos moleculares e 12 por métodos de cultura.

A investigagdo dos microrganismos tem sido tradicionalmente realizada
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por métodos de cultura microbioldgica, ratificando os resultados encontrados neste
estudo, os quais demonstram que métodos de cultura foram mais utilizados até o
ano de 2000.

Método de cultura é o processo de cultivo de microrganismos nho
laboratério através do fornecimento, a esses microrganismos, dos nutrientes
necessarios e das condi¢des fisico-quimicas apropriadas, incluindo temperatura,
umidade, atmosfera, concentragdo de sal e pH (SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS, 2005).
Essencialmente a andlise da cultura envolve as seguintes etapas: coleta e transporte
da amostra, dispersado, diluicdo, cultivo, isolamento e identificacdo. As amostras
endodbnticas sdo coletadas e transportadas ao laboratério em um meio de
preservacao anaerdbico sem suporte. A seguir, elas sao dispersas por sonificacdo
ou vortex, diluidas, distribuidas em varios tipos de meios de 4gar e cultivadas em
condi¢cBes aerdbicas ou anaerdbicas. Apés um periodo adequado de incubacao, as
colénias individuais sdo subcultivadas e identificadas com base nos multiplos
aspectos baseados em fen6tipos, incluindo a morfologia da colénia e das células, o
padrdo de coloragdo Gram, a tolerancia ao oxigénio, a caracteriza¢ao bioquimica e a
analise metabdlica do produto final por cromatografia gas-liquido (HARGREAVES;
COHEN, 2011).

Os métodos de cultura tm como vantagens uma natureza de amplo
espectro, permite a analise de aspectos relacionados a fisiologia das cepas
microbianas e garante a realizagdo de testes laboratoriais de suscetibilidade dos
microrganismos (SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS, 2005). Entretanto, como limitacdes
deste método, pode-se destacar a impossibilidade de cultivar todas as espécies pois
nem todas as bactérias vidveis podem ser recuperadas, existem células que néo
estdo mais viaveis, além da necessidade de um grande nimero de equipamentos e
recursos; ainda, sdo necessarios diversos dias ou semanas para identificacdo da
maioria dos anaerébicos (HARGREAVES; COHEN, 2011; SIQUEIRA JUNIOR;
ROCAS, 2005).

De acordo com Roécas et al. (2004), a fim de evitar limitacdes do método
de cultura, métodos que estudam sequéncias de &cidos nucléicos surgiram para
alcancar uma descricdo mais abrangente dos microrganismos envolvidos nesse
processo.

As abordagens moleculares para identificagdo microbiana se baseiam em
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certos genes que contém informacgdes reveladoras sobre a identidade microbiana. O
gene 16S rRNA (ou 16S rDNA) tem sido o mais amplamente utilizado porque ele é
universalmente distribuido entre as bactérias, € suficientemente longo para conter
alto teor de informag6es e curto o suficiente para ser facilmente sequenciado, possui
regides conservadas e varidveis, e oferece confiabilidade (GOMES; MONTAGNER,
2010). De forma semelhante, o gene 18S rRNA de fungos e outros eucariotas
também tem sido extensivamente utilizado para a identificagdo desses organismos.
O gene 16S rRNA de quase todas as espécies bacterianas em um dado ambiente,
incluindo bactérias ainda néo cultivadas e ndo caracterizadas, pode ser amplificado
pela reacdo em cadeia da polimerase (HARGREAVES; COHEN, 2011; SIQUEIRA
JUNIOR; ROCAS, 2005). O emprego dessa metodologia permitiu a caracterizagéo
de espécies antes desconhecidas, bem como da diversidade do gendétipo das cepas
de uma mesma espécie, além da identificagdo de fungos (PETERS et al., 1995;
KALFAS et al., 2001).

A microbiota endodbntica foi aperfeicoada e redefinida por métodos
moleculares. Recentemente, ndo apenas os achados obtidos através dos métodos
baseados em cultura foram confirmados, mas eles também tém sido suplementados
com os achados obtidos a partir de técnicas de biologia molecular independente de
cultura (ANDERSON et al.,, 2012; TORABINEJAD; WALTON, 2010; GOMES;
MONTAGNER, 2010).

Sendo assim, pode-se destacar estudos que utilizaram a associacdo de
ambos os métodos: Anderson et al. (2012), Gomes et al. (2008) e Gomes et al.
(2004). Esta associacdo justifica-se pelos métodos moleculares, apesar de terem
alta especificidade e sensibilidade, terem limitacdes em relagdo a impossibilidade de
detectar a viabilidade microbiana e a grande maioria dos testes detectam as
espécies-alvo. JA4 os métodos convencionais de cultura, tem baixa sensibilidade,
porém detectam grande quantidade de espécies (HARGREAVES; COHEN, 2011).
Segundo Anderson et al. (2012), a associa¢do dos métodos torna-se importante pois
combinando abordagens diferentes de identificacdo, revela-se novos patégenos
endodonticos.

Uma ampla diversidade de microrganismos foi identificada em dentes com
insucesso no tratamento endoddntico. Apds a analise dos resultados, observou-se

um predominio de microrganismos anaerébios estritos e Gram-positivos. De acordo
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com Chavez De Paz et al. (2003), quando bactérias resistem ao tratamento ha
predominio de bactérias gram-positivas, por isso caracterizam-se por serem mais
resistentes a medidas de tratamentos antimicrobianos e se adaptarem as condi¢fes
ambientais severas presentes em canais radiculares submetidos a instrumentacéo e
a medicacao. A parede celular de microrganismos Gram-positivos € mais espessa,
tendendo a oferecer uma maior resisténcia aos agentes de desinfec¢do do sistema
de canais radiculares (KONEMAN et al., 2008). Estas espécies apresentam ainda
outros mecanismos de protegéo, tais como bombas de e fluxo de ions que regulam
as trocas osmd@ticas entre o interior e o exterior celular (EVANS et al., 2002). A
andlise das amostras por meio de métodos moleculares demonstrou a presenca de
um namero elevado de microrganismos anaerébios estritos (71,9%) em relacdo aos
anaerobios facultativos (26,5%). Uma das possiveis explicacdes seria que 0s
pesquisadores selecionaram sondas de DNA que buscavam identificar anaerdbios
estritos e Gram-negativos.

O nimero de estudos que relatou a presenca de fungos nos canais
radiculares foi pequeno. Quando se utilizou o método de cultura, fungos foram
identificados por Pinheiro et al. (2003 b), Sundqvist et al. (1998) e Molander et al.
(1998). Métodos moleculares identificaram fungos em estudos realizados por
Anderson et al. (2012), Rocas et al. (2008) e Siqueira Junior e Rbé¢as (2004).

Os estudos que utilizaram métodos de cultura e identificaram fungos, nao
relataram ser este o principal objetivo e inclusive ndo utilizarem meios de cultura
especificos para estas espécies. Entretanto, dentre os estudos que utilizaram
métodos moleculares, Rocas et al. (2008) empregou sondas de DNA especificas
com o objetivo de identificar Candida albicans. Segundo Pinheiro et al. (2003 b),
embora os fungos ndo tém sido geralmente encontrado em canais radiculares com
infeccdo priméria, a sua presenca é mais comum em infec¢des persistentes apés a
instrumentacdo do canal radicular, provavelmente como resultado de contaminacao
durante o tratamento. Nair et al. (1990) relata ainda que estas espécies podem ser
encontradas em dentes com tratamento endodoéntico e lesdes periapicais resistentes
a terapia.

Os estudos clinicos que avaliam a microbiota em dentes com insucesso
do tratamento endoddntico apresentaram uma variagdo grande no nimero de

pacientes. Destaca-se ainda pequeno numero de pacientes utilizado na maioria dos
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estudos, sendo o nimero meédio aproximado de 24 individuos. Este numero se
justifica devido a dificuldade durante a selecdo dos pacientes e ao custo elevado dos
procedimentos laboratoriais de andlise das amostras. Assim, ratifica-se a
necessidade da realizacdo de revisdes de literatura amplas que permitem a andlise
de um nimero de casos maior. Entretanto, deve-se considerar que a composi¢ao
microbiana em canais radiculares infectados pode ser modificada por diversos
fatores, especialmente a localizacdo geografica de origem da amostra (SIQUEIRA
JUNIOR et al., 2008).
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6 CONSIDERAGCOES FINAIS

A presente revisdo de literatura apresentou a evolugdo do entendimento das
caracteristicas da infeccdo microbiana em dentes portadores de infeccBes
secundarias e persistentes. As recentes abordagens utilizando técnicas de biologia
molecular e a associagdo destas com o cultivo microbiano contribuiram para uma
identificacdo mais abrangente.

Demonstrou-se um predominio de microrganismos anaerobios estritos e
gram-positivos. Porém, este resultado pode ser sugestivo, uma vez que alguns
autores selecionaram métodos especificos para identificacdo de determinados tipos
de bactérias.
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Estudo (Ano)

Microrganismos

Signoretti et al. (2013)

Gemella morbillorum(E+)
Propionibacterium acnes(E+)
Actinomyces naeslundii(F+)
Propionibacterium propionicum(E+)
Bacteroides ureolyticus(E+)
Eubacterium limosum(F+)
Prevotella oralis(E-)
Anaerococcus prevotii(E+)
Gemella haemolysans(E+)
Micrococcus spp(F+)
Parvimonas micra(E+)
Gemella spp(E+)
Staphylococcus xylosus(E+)
Streptococcus constellatus(F+)
Actinomyces meyeri(E+)
Eggerthella lenta(E+)
Clostridium difficile(E+)
Clostridium spp(E+)
Clostridium acetobutylicum(E+)
Clostridium bifermentans(E+)
Clostridium tyrobutyricum(E+)
Clostridium botulinum(E+)
Neisseria meningitidis(E-)
Neisseria cinerea(E-)
Veillonela spp(E-)
Stenotrophomonas matophilia(F-)
Capnocytophaga spp(F-)
Bacteroides fragilis(E+)
Bacteroides ureolyticus(E+)
Pseudomonas aeruginosa(F-)
Pseudomonas luteola(F-)
Porphyromonas endodontalis(E-)
Prevotella oralis(E-)

Fusobacterium nucleatum(E-)
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Anderson et al. (2012)

Chugal et al. (2011)

Vidana et al. (2010)

Haemophilus parainfluenzae(F-)

Enterococcus faecalis(F+)
Streptococcus spp(F+)
Propionibacterium acnes(E+)
Neisseria elongata(F-)
Actinomyces oris(F+)
Corynebacterium minutissimum(F+)
Proteus hauseri/vulgaris(F-)
Rummeliibacillus(F+)
Parvimonas micra(E+)
Streptococcus oralis(F+)
Streptococcus salivarius(F+)
Lactobacillus fermentum(F+)
Dialister invisus(E-)
Rummeliibacillus stabekisii(F+)
Streptococcus mutans(F+)

S. parasanguinis(F+)

Rothia dentocariosa(F+)

Fusobacterium nucleatum ssp.animalis(E-)

Fusobacterium nucleatum spp(E-)
Actinomyces spp(E+)
Anaeroglobus geminatus(E-)
Pseudoramibacter alactolyticus(E+)
Enterococcus faecalis(F+)
Pseudomonas spp(F-)
Burkholderia(F-)

Comamonadaceae(F-)

Enterococcus faecalis(F+)
Streptococcus spp(F+)
Staphylococcus spp(F+).
Lactobacillus spp(F+)
Actinomyces spp(E+)
Enterobacter spp(F-)
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Gomes et al. (2008)

Gomes et al. (2005)

Gomes et al (2004)

Pinheiro et al. (2003 a)

Pseudomonas spp(F-)

Acinetobacter baumanii(F-)

Gemella morbillorum(E+)

Prevotella intermedia(E-)

Prevotella nigrescens(E-)

Peptostreptococcus micros(E+)
Peptostreptococcus prevotii(E+)
Fusobacterium necrophorum(E-)
Prevotella intermedia(E-)
Prevotella nigrescens(E-)
Streptococcus constelattus(F+)
Enterococcus faecalis(F+)
Streptococcus anginosus(F+)
Steptococcus sanguis(F+)
Gemella morbillorum(E+)
Streptococcus mitis(F+)
Porphyromonas gingivalis(E-)
Prevotella loescheii(E-)
Propionibacterium acnes(E+)
Prevotella buccae(E-)
Actinomyces naeslundiii(F+)
Peptostreptococcus magnus(E+)
Prevotella denticola(E-)
Peptostreptococcus sacharolyticus(E+)
Prevotella melaninogenica(E-)
Staphylococcus lentus(F+)

Streptococcus salivarius(F+)

Enterococcus faecalis(F+)
Streptococcus sangui(F+)

Streptococcus mitis(F+)
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Pinheiro et al. (2003 b )

Streptococcus constelattus(F+)
Peptostreptoscoccus prevotti(E+)
Peptostreptoscoccus micros(E+)
Prevotella buccae(E-)
Actinomyces naeslundii(F+)
Gemella morbillorum(E+)
Staphylococcus lentus(F+)
Fusobacterium necrophrum(E-)
Veillonella spp(E-)

Lactobacillus acidophilus(F+)

Enterococcus faecalis(F+)
Enterococcus faecium(F+)
Streptpcoccus constellatus(F+)
Streptococcus sanguis(F+)
Streptococcus mitis(F+)
Streptococcus anginosus(F+)
Streptococcus mutans(F+)
Streptococcus oralis(F+)
Streptococcus salivarius(F+)
Peptostreptococcus prevotii(E+)
P. micro (E+)
Peptostreptococcus magnus(E+)
Peptostreptococcus saccharolyticus(E+)
Actinomyces naeslundii(F+)
Actinomyces odontolyticus(E+)
Actinomyces viscosus(E+)
Prevotella buccae(E-)

Prevotella intermedia(E-)
Prevotella nigrescens(E-)
Prevotella melaninogenica(E-)
Prevotella corporis(E-)
Prevotella loescheii(E-)
Propionibacterium acnes(E+)
Propionibacterium propionicum(E+)
Gemella morbillorum(E+)

Veillonella spp(E-)
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Peciuliene et al (2000)

Sundqvist et al. (1998)

Fusobacterium necrophorum(E-)
Fusobacterium nucleatum(E-)
Fusobacterium spp(E-)
Lactobacillus acidophilus(F+)
Staphylococcus lentus(F+)
Haemophilus aphrophilus(F-)
Eubacterium lentum(E+)
Bifidobacterium spp(E+)
Clostridium subterminale(E+)
Lactococcus lactis(F+)
Lactococcus cremoris(F+)
Capnocytophaga spp(F-)
Candida spp(FUNGO)

Enterococcus faecalis(F+)

Enterococcus faecalis(F+)
Streptococcus anginosus(F+)
Streptococcus constellatus(F+)
Streptococcus intermedius(F+)
Streptococcus mitis(F+)
Streptococcus parasanguis(F+)
Peptostreptococcus micros(E+)
Actinomyces israelii(E+)
Pseudoramibacter alactolyticus(E+)
Eubacterium timidum(F+)
Lactobacillus catenaforme(F+)
Propionibacterium acnes(E+)
Propionibacterium propionicum(E+)
Fusobacterium nucleatum(E-)
Bacteroides gracilis(E+)

Candida albicans(FUNGO)
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Molander et al. (1998)

Gomes et al. (1996)

Enterococcus spp(F+)
Streptococcus spp(F+)
Staphylococcus epidermidis(F+)
Lactobacillus spp(F+)
Actinomyces spp(F+)
Bacillus spp(F+)
Escherichia coli(F-)
Citrobacter freundii(F-)
Klebsiella spp(F-)
Enterobacter agglomerans(F-)
Proteus spp(F-)
Pseudomonas spp(F-)
Peptostreptococcus spp(E+)
Propionibacterium spp(E+)
Lactobacillus spp(F+)
Eubacterium alactolyticum(E+)
Veillonella spp(E-)
Fusobacterium spp(E-)
Prevotella spp(E-)
Wolinella spp(F-)
Candida albicans(FUNGO)

Propionibacterium(E+)
Prevotella(E-)
Peptostreptococcus(E+)
Eubacterium(E+)
Estreptococcus(F+)
Lactobacilos(F+)

Actinomicetos(F-)

(E): Anaerdbios Estritos; (F): Anaerébios Facultativos; (+): Gram-positivos; (-): Gram-negativos.
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Estudo (Ano)

Nobrega et al. (2013)

Gomes et al. (2012)

Anderson et al. (2012)

Microrganismos

Treponema denticola(E-)
Treponema maltophilum(E-)
Treponema médium(E-)
Treponema socranskii(E-)
Treponema pectinovorum(E-)
Treponema vicentii(E-)
Treponema lecithinolyticum(E-)

Treponema amylovorum(E-)

Prevotella nigrescens(E-)
Fusobacterium nucleatum(E-)
Treponema denticola(E-)

Treponema socranskii(E-)

Enterococcus gallinarum/casseliflavus(F+)
Candida parapsilosis(FUNGO)
Lactobacillus gasseri(E+)

Proteus hauseri/vulgaris(F-)
Streptococcus mutans(F+)
Peptostreptococcus stomatis(E+)
Selenomonas spp(E-)

Olsenella profusa(E+)

Delftia spp(F-)

Exiguobacterium aurantiacum(F+)
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Rogas e Siqueira (2012)

Wang et al. (2012)

Pantoea agglomerans(F-)
Neisseria(E-)

Phocaeicola abscessos(E-)

Propionibacterium acnes(E+)
Fusobacterium nucleatum(E-)
Streptococcus species(F+)
Propionibacterium acidifaciens(E+)
Pseudoramibacter alactolyticus(E+)
Enterococcus faecalis(F+)
Tannerella forsythia(E-)
Bacteroides(E+)

Pseudomonas aeruginosa(F-)

Porphyromonas endodontalis(E-)
Capnocytophaga gingivalis(F-)
Pseudoramibacte alactolyticus (E+)
Firmicutes sp.oral(E-)

Dialister invisus(E-)

Bilophila wadsworthia(E-)
Propionibacter sp.oral(E+)
Propionibacterium propionicus (E+)
Actinomyces sp.oral(E+)
Streptococcus mitisstrain(F+)
Atopobium spp(E+)

Burkholderia spp(F-)

Neisseria sp.oral(F-)
Selenomonas sp.oral(E-)
Prevotella oralis(E-)

Spirochaeta spp(E-)

Prevotella denticola(E-)
Prevotella nigrescens(E-)
Prevotella sp. oral(E-)
Veillonellaceae bacteriumoral(E-)
Neisseria bacilliformis(F-)

Bifidobacterium dentiumstrain(E+)
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Jiang et al. (2009)

Cavrini et al. (2008)

Rocas et al. (2008)

Gomes et al. (2008)

Sakamoto et al. (2008)

Archaea

Treponema denticola(E-)

Streptococcus spp(F+)
Lactobacillus spp(F+)
Dialister Invisus(E-)
Eubacterium infirmum(E+)
Prevotella intermédia(E-)
Selenomonas sputigena(E-)
Synergistes(E-)
Treponema denticola(E-)
Filifactor alocis(E+)
Tannerella forsythia(E-)
Solobacterium moorei(E+)
Candida albicans(FUNGO)

Treponema socranskii(E-)

Gemella morbillorum(E+)

Actinobacteria(F+)
Actinomyces naeslundii(F+)
Actinomyces radingae(F+)
Actinomyces sp. Oral(F+)
Atopobium rimae(E+)
Bifidobacterium sp. oral(E+)
Corynebacterium durum(F+)
Corynebacterium sp. oral(F+)
Olsenella genomosp(E+)
Olsenella uli(E+)
Propionibacterium sp. oral(E+)
Bacteroidetes(E-)
Bacteroidales oral(E-)

Bacteroidetes oral(E-)
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Flavobacteriaceae genomosp(E-)
Porphyromonas gingivalis(E-)
Prevotella baroniae(E-)
Prevotella denticola(E-)
Prevotella nigrescens(E-)
Prevotella oris(E-)

Tannerella forsythia(E-)
Tannerella sp. Oral(E-)
Bacteroidetes bacterium(E-)
Saprospiraceae bacterium(F-)
Firmicutes(E+)

Clostridiales oral(E+)

Dialister invisus(E-)

Dialister sp. Oral(E-)
Enterococcus faecalis(F+)
Enterococcus sp. Oral(F+)
Eubacteriaceae oral(F+)
Eubacterium sp. Oral(E+)
Eubacterium yurii(E+)
Lachnospiraceae oral(E+)
Peptostreptococcus stomatis(E+)
Peptostreptococcus sp. oral(E+)
Pseudoramibacter alactolyticus(E+)
Selenomonas sp. oral(E-)
Shuttleworthia satelles(E+)
Solobacterium sp. oral(E+)
Streptococcus constellatus(F+)
Streptococcus mutans(F+)
Streptococcus oralis(F+)
Streptococcus pyogenes(F+)
Streptococcus sanguinis(F+)
Streptococcus sp. oral(F+)
Veillonella sp. oral(E-)
Fusobacterium nucleatum(E-)
Fusobacterium sp. oral(E-)
Proteobacteria(E-)
Brevundimonas diminuta(E-)

Burkholderiales sp. oral(E-)




Campylobacter showae(E-)
Dechlorospirillum spp(E-)
Escherichia sp. Oral(F-)
Mesorhizobium amorphae(E-)
Paracoccus sp. oral(F-)
Petrobacter succinimandens(F-)
Pseudomonas aeruginosa(F-)
Pseudomonas putida(F-)
Pseudomonas sp. Oral(F-)
Stenotrophomonas maltophilia(F-)
Terra haemophilus aromaticivorans(F-)
Synergistes(E-)

Synergistes sp. Oral(E-)

Gomes et a.l (2006) Filifactor alocis(E+)
Tanarella forsythia(E-)

Treponema denticola(E-)

Gomes et al. (2005) Prevotella intermédia(E-)
Prevotella nigrescens(E-)
Porphyromonas gingivalis(E-)

Porphyromonas endodontalis(E-)
Foschi et al. (2005) T. forsythensis(E-)
Treponema denticola(E-)
Prevotella intermedia(E-)

Porphyromonas gingivalis(E-)

Enterococcus faecalis(F+)

Kaufman et al. (2005) Enterococcus faecalis(F+)

Siqueira et al. (2005) Archea

Rocas et al. (2004) Enterococcus faecalis(F+)
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Siqueira et al. (2004)

Siqueira Jr e Rd¢as (2003)

Hashimura et al. (2001)

Rolph et al. (2001)

Enterococcus faecalis(F+)
Pseudoramibacter alactolyticus(E+)
Propionibacterium propionicum(E+)
Filifactor alocis(E+)
Dialister pneumosintes(E-)
Streptococcus spp(F+)
Tannerella forsythensis(E-)
Campylobacter rectus(E-)
Porphyromonas gingivalis(E-)
Treponema denticola(E-)
Fusobacterium nucleatum(E-)
Prevotella intermedia(E-)
Candida albicans(FUNGO)
Campylobacter gracilis(E-)
Porphyromonas endodontalis(E-)
Peptostreptococcus micros(E+)
Actinomyces israelii(E+)

Prevotella nigrescens(E-)

Propionibacterium propionicum(E+)

Actinomyces radicidentis(E+)

Slackia exigua(E+)
Mogibacterium timidum(E+)

Eubacterium saphenum(E+)

Actinomyces israelii(E+)
Eubacterium spp(E+)
Lactobacillus acidophilus(F+)
Peptostreptococcus micros(E+)
Peptostreptococcus prevotii(E+)

Porphyromonas endodontalis(E-
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Streptococcus intermedius(F+)
Streptococcus mitis(F+)
Streptococcus oralis(F+)
Veillonella spp(E-)
Propionibacterium acnes(E+)

Propionibacterium granulosum(E+)

(E): Anaerdbios Estritos; (F): Anaerébios Facultativos; (+): Gram-positivos; (-): Gram-negativos.
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