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RESUMO

VARDASCA DE OLIVEIRA PT. Atividade antimicrobiana in vitro de seis cimentos
endoddnticos avaliados em dois métod@ampo Grande; 2010. [Dissertacdo de Mestrado —
Programa de Poés-Graduacdo em Saude e DesenvolgimanRegidao Centro-Oeste da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Objetivo: O presente estudo avaliou a atividade antimiamdidos cimentos endodonticos
Endofill®, Acroseal, Sealer 2B, SealapeX Endomethasone Ne AH plu$ frente as
bactérias Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphytoos aureuse a levedura
Candida albicans Método: Para as andlises antimicrobianas foram utilizadass
metodologias: teste de difusdo em agar e contatodem meio liquido. Para o teste de
difusdo foram confeccionados po¢os no agar, inserd cimentos e armazenados em estufa
bacteriologica a 37° C durante 48 horas. Apds pssmdo foram medidos os halos de
inibicdo microbiana através de um paquimetro digita teste de contato direto, os cimentos
foram inseridos em tubos de ensaio contendo cal8&, Tseguidos 20 minutos, os
microorganismo foram acrescentados e realizadasdsimedindo o grau de absorbancia de
cada cimento através de um espectofotémetro, ngzoede 24 e 48 horas. Realizou-se, para
cada cepa, triplicata nos testes de difusdo emeadaplicata nos testes de contato direto em
meio liquido. Para analise dos resultados forafizadios os testes estatisticos de Kruskal-
Wallis e de Student-Newman-KeuResultados Dentro dos resultados observou-se que no
teste de difusdo em agar todos os cimentos apaeasniatividade antimicrobiana frente a
algum microorganismo, sendo que os cimentos admsxido de zinco e eugenol obtiveram
melhores capacidades antimicrobianas quando codgsi@m 0s outros, destacando-se o
Endomethasone Nque demonstrou halos de inibicdo maiores que tarmesdos materiais
frente as bactériaS. aureus, E.coli e E. faecalisdo havendo diferencas significativas com
0S grupos controle-positivo, que foram respectiva@eie Vancomicina, Cloranfenicol e
Ampicilina (p>0,05). No teste de contato diret&mdomethasone Ne o Endofilf também
obtiveram menores graus de absorbéncia, demonstraatbr capacidade antimicrobiana;
sem nenhuma diferenca significativa entre os nasee 0s grupos controle-positivo citados
anteriormente; acrescentando o antimicrobiano Ketarol (controle positivo), utilizado para
o teste do fung&. albicans(p>0,05).Concluséo Diante do exposto foi concluido que os
cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol deracast maior capacidade antimicrobiana
contra 0s microorganismos testados nas duas metpdsicitadas, destacando-se o material
Endomethasone™N

PALAVRAS-CHAVE: Acédo Antimicrobiana; Cimentos Endaraticos; Obturacdo do Canal
Radicular; Bactéria, Endodontia.



ABSTRACT

VARDASCA DE OLIVEIRA PT. In vitro antimicrobial activity of six cements
endodontics evaluated in two methodsCampo Grande; 2010. [Dissertacdo de Mestrado —
Programa de Poés-Graduacdo em Saude e DesenvolgimanRegidao Centro-Oeste da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Objective: The present study evaluated the antimicrobialviagtiof sealers Endofifl,
Acroseaf, Sealer 28, Sealape% Endomethasone Nand AH plu§ front the bacteria
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphytoas aureusand the yeast Candida
albicans Method: For the antimicrobial tests, was used two differapthods: agar diffusion
test and direct contact in liquid. For the diffustest in agar wells were prepared, the cements
were inserted and stored in the bacteriologicatulator at 37 °© C for 48 houréfter this
period were measured the inhibition of microbiabtigh a digital caliper. In direct contact
test, the sealers were placed in test tubes camgabroth TSB, passed the 20 minutes after,
the microorganism were added and reading was peerby measuring the absorbance of
each grade cement using a spectrophotometer, @stoh24 and 48 hours. Was carried out,
for each strain, triplicate in agar diffusion testad duplicate tests in direct contact in a liquid
medium. For analysis of results, was performedistieal tests of Kruskal-Wallis and
Student-Newman-KeulfResults: Within the results can be observed th#teragar diffusion
test all sealers showed antimicrobial activity agasome microorganisms, and sealers based
on zinc oxide and eugenol had better antimicrotaglabilities compared to others, detaching
the Endomethasone *Nthat demonstrated inhibition zones larger thae tast of the
materials front the bacterfa. aureusandE. coli faecaliswith no significant differences with
the positive control groups, which were respecyivélancomycin, Chloramphenicol and
Ampicillin (p> 0,05). In direct contact test, thexddmethasone Nand Endofilf also had
lower levels of absorbance, demonstrating highnantobial activity, with no significant
difference between the materials and the positorgrol groups mentioned above by adding
the antimicrobial Ketoconazole (positive contralged for testing again&. albicans(p>
0,05).Conclusion: Given the above it was concluded that the sehkesed on zinc oxide and
eugenol showed higher antibacterial activity with#8 hours, against the tested
microorganisms in the two methods mentioned, higttihg the material Endomethason@. N

KEYWORDS: Antimicrobial Activity; Root Canal SeaterRoot Canal Filling; Bacteria,;
Endodontics.
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1 INTRODUCAO

A endodontia é a area da odontologia que visa prewecontrolar as infeccdes
microbianas dentro do sistema de canais radiculafeslas as etapas do tratamento
endodoéntico sdo de fundamental importancia, aonsetensiderados atos operatérios
interdependentes, especialmente no que concerrselamento, sendo que o material e a
técnica de obturacdo do sistema de canais racdksuilaierferem positivamente no sucesso do
tratamento.

Neste sentido, diferentes técnicas de obturacaccaeais radiculares estdo sendo
propostas, onde a guta-percha esta sendo dissogdacida, resfriada, termocompactada e
plastificada, com a finalidade de melhor se acomodaspaco do canal radicular preparado.
Dentro da filosofia endoddntica existem as bios eecropulpectomias, nas biopulpectomias
(vitalidade pulpar e auséncia de contaminacao}igbjge modelar, instrumentar e obturar os
canais radiculares, jA nas necropulpectomias (mautpar e contaminacdo microbiana)
preconiza-se limpar, eliminar e prevenir reinfesgc@mejando o sucesso do tratamento
(LEAL, 2008).

A dificuldade de tornar a extensdao do canal radrculm meio livre de
microorganismos esta relacionada com a complexidagariabilidade de sua morfologia. O
sistema é composto de um canal principal e inUnraragficacées constituindo-se de canais
laterais, acessorios, secundarios e deltas apkssas ramificacdes dificultam a sanificacéo
durante o tratamento, podendo levar a permanéediactérias e seus subprodutos no interior
dos tubulos dentinérios e regido periapical (SOARESLDBERG, 2001).

Existe um numero consideravel de bactérias anaerOpresentes nos canais
radiculares, especialmente em infeccdes persistgmeendo estar relacionado ao fato dessas
bactérias apresentarem boa adaptacao frente &/s@m@a em meios com necrose pulpar e
em tubulos dentinarios onde o suprimento de saegarigénio é limitado ou inexistente
(ESTRELA, 2004).

A obturacdo tem papel fundamental dentro do tratéonendoddntico, pois cria um
vedamento apical, lateral e coronério, fazendo gaeos materiais obturadores confinem os
agentes irritantes dentro do sistema de canaisulades, bloqueando seu egresso para 0s
tecidos periapiais. Um selamento ideal previnecarm@aminacado coronaria por saliva e evita
que os fluidos do tecido perirradicular entrem remat, impedindo a nutricdo dos

microorganismos remanescentes.
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Na maioria das técnicas obturadoras tém-se aagiiz de um material sélido,
associado a um cimento endododntico, a fim de poopoar o selamento. O material de
escolha para realizacdo desse procedimento, ger&ngea guta-percha, introduzida por
Bowman em 1867, tendo aproximadamente 75% de &éda@inco em sua composicao.
Quando comparada a outros materiais obturadoreseia varias vantagens, tais como:
facilidade de emprego, custo reduzido, boa radidpde, ndo ser solubilizada e ser
facilmente removida nos casos de insucessos (LEBLY; MACHADOet al, 2007).

Autores descreveram a importancia dos cimentos démiicos no selamento
hermético do sistema de canais radiculares que,ommhtilizados como materiais
coadjuvantes vém demonstrando influéncia no suasserapia. Os cimentos sao utilizados
para prevenir que os exudatos periapicais se difunplara as partes vazias (ndo obturadas
pela guta-percha), e previne que bactérias residciagguem até os tecidos periapicais
eliminando os espacgos entre o material principatiaégercha) e as paredes do canal radicular.
As caracteristicas bioldgicas e fisico-quimicagedemateriais vao ditar sua utilizacdo dentro
de um tratamento (LEONARDO, 2008; SIQUEIRAégIral.,2010).

Grossman, em 1958udLeonardo (2008), considerou as propriedades idizaisn
cimento endodoéntico: ser homogéneo, promover selEnsdequado, ser radiopaco, possuir
particulas finas de p6, ndo sofrer retracdo apdsirenimento, ndo manchar a estrutura
dentaria, ser bactericida ou bacteriostatico, topmesa lentamente, ser insolivel aos fluidos
bucais, bem tolerado pelos tecidos periapicais s@ével aos solventes comuns.

Com o ato obturador, tem se o vedamento da margemme-obturacdo através do
cimento. Ao possuir propriedades antimicrobianasinsento obturador visa minimizar a
presenca bacteriana e fungica nas areas mais caspi®s canais radiculares. Ao realizar
um tratamento endoddntico, as expectativas de SuEesio promissoras, portanto, para se
utilizar um material obturador, suas propriedadieddgicas e fisico-quimicas devem ser
reconhecidas para a obtencao de resultados satigéaperante o ato operatorio.

Turk et al.,em 2009, avaliaram através de um experimentocoligie nos casos de
necropulpectomias | e Il, onde se tem a contammalgd canal em toda sua extensdo, o
preparo quimico e mecanico e as medicacfes ina@canitas vezes ndo sao suficientes para
eliminacdo dos microorganismos. Assim, 0 uso deeptos com ag¢do antimicrobiana podera
proporcionar menores chances das bactérias e fungesainda permanecem dentro dos
canais radiculares, proliferarem e ocasionarem rammdeccao (SLUTZKY-GOLDBERGet
al., 2008).
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Existem atualmente no mercado inUmeros cimentagratres baseados nos mais
diversos materiais, tais como: 0xido de zinco eeaalj resina plastica, hidréxido de calcio,
ionbmero de vidro e silicone. Dentre eles, as pedades variam sendo que nenhum cimento
satisfaz todos os critérios. Os cimentos endoddstienais utilizados nas clinicas
odontoldgicas sdo aqueles a base de 6xido de eimtmenol, ndo somente em sua formula
original, mas também em formulacdes diversas. Ataate, o material obturador Enddfill
tem se destacado no mercado, pois apresenta imgigtiai@de, tempo de presa adequado e
baixo custo (SANDINEt al, 2004).

O Endofill® é composto por resina hidrogenada, prata de sfuliro e 6leo de
améndoas doces, componentes que retardam seu tEmpodurecimento, aumentando o
tempo de trabalho e podendo ocasionar efeitos efalss. Dentre os efeitos pode-se citar:
irritacdo dos tecidos periapicais, devido ao exxeeseugenol que resulta em uma quelacéo
incompleta ou pode servir de causa da contracdoaderial (SENNEet al, 2009).

Outro cimento & base de 6éxido de zinco e eugendEgdomethasofie que possui
caracteristicas como plasticidade, radiopacidaddemanti-séptico e acdo anti-inflamatoria.
Este material sofreu uma modificacdo pela remogisedl componente, o paraformaldeido,
devido a sua extrema citotoxicidade, passando ax@ereado como Endomethason& N
(ERSEVet al.,1999).

O AH Plu€ é um cimento composto por polimeros de resinaiepdXpresenta
bom desempenho como selante, boa aderéncia ads cad@ulares, baixa solubilidade e
potencial desinfetante. J& o cimento Sealét, 26base de resina epdxica e hidréxido de
calcio, vem demonstrando boa capacidade seladare aoaterial obturador de canais
radiculares. O Acros€ak um material também constituido de resina epéibaroxido de
calcio, apresentando-se para uso em forma de pastae catalisadora (LEONARBM al,
2009).

Introduzido no Brasil em 1984, o cimento Seal&papresenta-se em duas bisnagas
(pasta-pasta) e tem como algumas de suas carBctaris boa infiltracdo marginal, o
selamento apical e excelente tolerancia teciduamamstrando propriedades biologicas
acentuadamente superiores aos cimentos a baseddedéxzinco e eugenol e resina plastica.
Possui pé de 6xido de calcio, que em contato cdlmidp tissular é convertido em hidroxido
de célcio (MACHADOet al.,2007)

Com o objetivo de avaliar as propriedades antirbiarmas dos diferentes cimentos
obturadores, a fim de minimizar o aparecimentordeidessos pos-operatorios devido a re-

colonizacdo de microrganismos no canal radiculaaisnprecisamente, em suas paredes



19

dentinarias ou ainda em suas ramificacdes, a pEEsduiscou testain vitro diferentes
cimentos endodénticos frente a culturas puras hantes e fangicas, como forma de triar sua
avaliacdo quando aplicado vivo, através do método de difusdo em agar e contegtodm

meio liquido.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microorganismos encontrados dentro do sistemaedcanais radiculares

O conhecimento sobre as espécies microbianas duitarnao interior dos canais
radiculares € de extrema importancia, pois é atraeste que € estipulado a forma e quais
materiais irdo colaborar para o0 sucesso do trat@merdodontico. Kobayackt al (1990)
avaliaram a flora bacteriana de bolsas subgengieaisanais radiculares de dentes
desvitalizados afetados por doenca periodontalnfgudentes higidos, necrosados e com
doenca periodontal foram selecionados. Para cdetaaterial os dentes foram isolados,
desinfectados, abertos, explorados com limas n& 5 (Dentsply De Trey, Konstany,
Germany). Posteriormente foram inseridos cones ajeelpabsorvente dentro dos canais
radiculares e em seguida os mesmos foram colo@ada®ntato com 2ml de meio de cultura
contendo 10% bk 10%CQ e Nitrogénio. As solucdes foram misturadas, rétir@,1ml de
diluicdo e colocado em placas contendo agar sar@eeexperimentos foram feitos em
triplicatas, sendo que duas eram incubadas em @@@®xlide anaerobiose e uma amostra
durante 7 dias a 37°C. Apoés incubacédo as coléarasnfcontadas em uma proporcédo de 10 a
300 e o numero de bactérias por milimetro de cufwircalculado. A observacdo morfolégica
foi realizada avaliando quatro tipos de bactéragcos, bastonetes, espiroquetas e outros).
As espécies foram determinadas atraveés de testedifatenciacdo biomecanica, kit de
diferenciacdo de anaerobios, teste de produca@sksg teste de resisténcia ao calor. Nos
resultados foi demonstrado que as bactérias ariasrédtritas foram o tipo predominante nos
canais radiculares. Excluindo ‘outros’, os cocoosrin os espécimes prevalentes do canal
radicular (28,9%), seguidos dos bastdes e espitagjgtreptococcus, Peptostreptococcus,
Eubacterium, Bacterodidesfusobacteriunforam detectados na maioria dos casos.

Analisando ainda o perfil microbiolégico das infées endodoénticas, Molandet
al.,, em 1998 analisaram 100 dentes tratados endcdorgnte com periodontite apical
cronica (grupo P) e 20 dentes com tratamento emdi@ddsatisfatorio, sem sinais clinicos
(grupo T). Os dentes foram isolados, realizadatatzercoronaria, desobturados, colhidas
amostras de dentro dos canais radiculares e tratesfepara o meio de transporte (VMGA
[l). As culturas foram preparadas e as cepas abaey foram identificadas através de
micromorfologia, morfologia da colbnia, testes disi e biomecanico e através de
cromatografia. Cepas facultativas e aerdbias foidentificadas através de coloracdo de

gram, morfologia da col6nia e meio seletivo. O dresnto foi quantificado em meio muito
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pesado, pesado, moderado, esparso e muito esparptanas de agar. Dentro dos resultados,
no grupo P, 117 cepas de bactérias foram recolsedcitia 68 dentes. Houve uma
predominancia de Gram-positivo anaerobio facuka(i®9%). A espécie mais comumente
encontrada foi Enterococcus Tipos Gram-negativos anaerdbios facultativos como
Escherishia cole fungos com&andida albicangambém foram encontrados.

No intuito de estudar a flora microbiana encontrada insucessos endodonticos,
Pinheiro et al, em 2003 selecionaram 60 dentes tratados endodmente com lesdo
periapical persistente. Foi realizado, assepsiarnsento absoluto do dente a ser estudado,
desobturacdo dos canais e em seguida os mateoigisdos foram levados para andlise
microbiana. Nos resultados foram detectados migevsmos dentro de 51 canais
radiculares. Na maioria dos casos uma ou duas iespidcam encontradas em cada canal.
Das cepas isoladas 57,4% eram anaerobias facaliati83,3% eram microorganismos Gram-
positivos. A bactéria mais encontrada foEmterococcus faecalisAnaerébios obrigatérios
somaram 42,6% e a bactéria mais frequentementateada foiPeptostreptococcusjue foi
associado aos sintomas clinicos. Associacdes isigmiés foram observadas entre: dor ou
historia de dor e infeccbes polimicrobianas ou edtaas; sensibilidade & percussédo e
Prevotella intermédia e P. nigrescelitstulas eStreptococcusu Actinomyce infiltracdes
coronarias &treptococcusu Candida.

Na tentativa de identificar a presenca Heterococcus faecali®ias patologias
periapicais, Rocagt al (2004) realizaram um estudo molecular. Foramcs®iados 80
pacientes onde havia 21 casos de dentes sem trataemeloddntico com leséo periapical, 10
casos de periodontite apical aguda, 19 casos dmessus periapical agudo e 30 casos de
dentes tratados endodonticamente com lesédo peaiapignica. Os dentes foram isolados,
desinfectados, realizada abertura coronaria, ogixdoram explorados até 1mm aquém do
apice e para coleta do material foram inseridoesaie papel durante 1 minuto. Apos o0s
procedimentos, os materiais foram armazenados diosteontendo 1ml com 5% de
dimetilsulfato em caldo TSB e coagulados a -20°€.dentes tratados endodonticamente
foram desobturados e o material armazenado em Jaédo contendo 5% dimetilsufoxido
também congelados. Nos abscessos, ap0s desinfgggéacosa, realizou-se a aspiracao do
pus e congelou a coleta. O DNA foi extraido das srae, e a reacdo em cadeia da
polimerase 165 rDNA foi utilizada para identifiaatipo bacteriano. Nos resultados pode-se
observar que a espédimterococcus faecaliscorreu em 7 dos 21 canais associados a lesédo
periapical crdonica, um em 10 casos com lesdo pealamguda, um em 19 abcessos

periapicais agudos. Na andlise estatistica foi i@@l que Enterococcus faecalise
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significativamente mais associado a casos assitittoeaA bactéria foi detectada em 20 de
30 casos de infeccao periapical persistente aso@adentes tratados endodonticamente.
Quando comparada a frequéncia dessa espécie mesdmmfeccdo persistente com 0s casos
de infeccdo primaria, a andlise estatistica demmnstjue oEnterococcus faecalidoi
fortemente associado com infec¢bes persistentesesddtados deste estudo indicaram que
Enterococcus faecalié mais associada com os casos de infeccéo priasgilstomatica e em
insucessos endodonticos.

Ferrariet al. (2005) pesquisaram a presencakE¢erococcusbactérias entéricas e
leveduras em infec¢cbes endodonticas primariass antepos o preparo do canal radicular.
Foram utilizados 25 dentes unirradiculares comasecpulpar e lesdo periapical. As amostras
foram coletadas dos canais antes e depois da @tapestrumentacdo. Apos isolamento dos
microrganismos de dentro dos canais, somenténbsrococcusas bactérias entéricas e as
leveduras foram identificadas através de um taetpbmico: API 20 Strep (Bio Minéux AS,
Marcy |'Etoile, France) parstreptococcus EnterococcusAP| 20E (Bio Minéux AS) para
bactérias entéricas; APl Candida (Bio Minéux ASARI 20C AUX (Bio Minéux AS) para
leveduras. Dentro dos resultados, os microrganishorasn isolados em 92% das amostras
antes do preparo apical, sendo que 22% dfatarococcusbactérias entéricas e leveduras.
Apos preparo biomecanico, estas espécies ndo fdesastadas. Apos 7 dias sem medicagéo
intracanal 100% dos canais continham microorgarssreendo que 52% eram as espécies
alvo. Entretanto, apos utilizacdo da medicacdo adamal com pasta PRP -
Paramonoclorofenol [PRP (2,09), Rinossoro® e Ridmglicol (400 partes para 100ml)],
bactérias entéricas e leveduras ndo foram detegtadado que somente Baterococcus
continuavam presentes. Os autores concluiram que Enterococcusquanto bactérias
entéricas e leveduras estdo presentes em infepgdesrias. Bactérias cofa. faecalise E.
faeciumforam resistentes a remocao apos intrumentacadeatao intracanal.

Sedgley et al. (2005) avaliaram a possibilidade dd&nterococcus faecalis
sobreviverem a longo prazo, sem presenca de nigisien'sepultados’ nos canais radiculares
tratados endodonticamente. Foram utilizados 15Qedehigidos, que foram previamente
esterilizados e tratados. Apds obturacdo endoddrdai bactérias foram inoculadas nos
espécimes, os canais foram selados com cimenimndenero de vidro Ketac-Fil PIEig3M-
ESPE, AG, Seefeld, Germany) e os mesmos foram aunga 37°C nos tempos de 48 horas,
6 e 12 meses. Apos periodo de incubacéao os demtes tortados e adicionados o caldo de
cultura Todd-Hervitt both (THB) (Difco, Becton Diclson and Company, Sparks, Mo,
USA), misturados e incubados a 37°C por 72 hofas de medir a densidade 6tica a 660nm
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para avaliar a incidéncia de. faecalisdentro das condicbes de crescimento microbiano.
Dentro dos resultados, apés 6 e 12 meses de irdulbagas as obturacdes apresentaram a
bactériak. faecalis demonstrando que a mesma mantém sua viabilidad&2omeses sem
nutrientes adicionais.

Investigando a coagregacgdo da bactBridaecaliscom microorganismos também
encontrados em periodontites apicais, Johesah (2006) verificaram as seguintes bactérias:
Peptostreptococcus anaerobius, Prevotella oraligsdbacterium nucleatumStreptococcus
anginosus As bactérias foram ativadas e volumes iguaisn{)),2de cada suspensao
microbiana foram combinados dentro de tubos deepttdnpo e misturados durante 10
segundos. Apés a mistura, imediatamente foi avaleadoagregacdo. As suspensdes foram
armazenadas em temperatura ambiente e novamerigdasano periodo de 1 hora e 24
horas. Dentro dos resultados foi observado queiatedente, nos periodos de 1 e 24 horas
todos os experimentos contendto faecalis e F. nucleatumcoagregaram. Nao houve
coagregacao entie. faecalise P. aeruginosusUm Unico modelo d&. faecaliscoagregou
comP. oralisna primeira hora de incubacéo, concluindo no estudssociacédo de faecalis
e F. nucleaturmas periodontites apicais.

Paradellaet al (2007) constataram bibliograficamente que a biacEnterococcus
faecaliscompde um grupo de Gram-positiva que associa-sefés;0es endododnticas. Em
infec¢gBes iniciais com polpa necrotica ela correggoa uma porcentagem muito pequena,
porém frequentemente encontrada em canais obtyr&xdsndo sinais de periodontite
cronica apical. Do ponto de vista microbiolégices Bnterococcusapresentam poucas
exigéncias para seu crescimento, sendo capazessteicem temperatura de 10 a 45°C, pH
9,6 em 6,5% de solucdo salina e de sobreviver &,60urante 30 minutos. S&o
microrganismos facultativos e catalase-negativosunta bactéria patogénica que tem a
capacidade de se aderir aos tecidos, invadi-lokiphizar-se e sobreviver aos mecanismos de
defesa do hospedeiro e de outras bactérias em tiQ&ge entdo produzir dano tecidual.
Consegue resistir & medicacdo intracanal, comododxido de calcio, pois penetra com
profundidade nos tabulos dentinarios em direcéolpap ndo sendo atingido pelo hidréxido
de calcio. A presenca de suas toxinas e bactesicomeno catalisina, explica o porqué de nao
existir muitas outras espécies em associacdo ffescies endoddnticas. Apesar do canal
radicular, ser pobre em nutrientesEofaecalisobtém a sua nutricdo do acido hialurénico
presente na dentina por meio da degradacdo parrdmadase, e, nos casos de selamento
inadequados de conduta, a entrada de fluidos palieaca acédo da bactéria. A habilidade de

sobreviver a periodos extremos em ambientes miaE limitados representa uma
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importante caracteristica da patogénese destaiespacprocessos patolégicos de falhas no
tratamento endodontico.

Métodos mais avancados para identificacdo de nmgamismos permitem a
deteccao de bactérias especificas nas infeccoed@mitas. Beatricet al, em 2008, através
de uma revisdo de literatura comprovaram que odod®CR € mais preciso na avaliagdo das
espécies microbianas do sistema de canais radisul@oncluindo que bactérias como
Porphyromonas endodontaksEnterococcus faecalisstdo presentes na maioria dos casos de
insucesso dentro dos tratamentos endodonticos.

Utilizando a técnica de PCR, Piragi al. (2008) investigaram a presenca e
faecalisidentificando a bactéria nas infec¢des endod&nficendarias e secundarias. O estudo
consistiu em 102 pacientes, com idade entre 16an@8, onde foram selecionados 79 dentes
com leséo periapical primaria (menor que 3 no mdieriapical — PAI) e 23 com lesdes
periapicais secundarias. Os dentes foram isolatksinfectados com hipoclorito de sédio
5,25% e realizada a abertura coronaria e o acessaral radicular. Para obter os espécimes
microbianos, dois ou mais cones de papel foranodoizidos dentro do canal radicular e
deixados durante 40 segundos. Em seguida, os tmraes transferidos para tubos estéreis de
1,5ml com 500ul de solugdo salina tamponada. Oécesps foram incubados a -20°C e
armazenados por um a dois meses antes de seraaotestravés do PCR. Por meio deste
método foi avaliada a presenca ou auséncig.daecalis Nos resultados, de 79 dentes com
lesdo primaria, 7,6% apresentaram presenca daribaat@lisada, enquanto que nas lesdes
periapicais secundarias 39,1% apresentaaniaecalis,confirmando o alto indice desta
bactéria nas lesfes secundarias.

No intuito de avaliar a presenca de microrganismes dentes tratados
endodonticamente com les&o periapical associadi@yi@eisteret al (2009) selecionaram 18
pacientes, entre 25 e 75 anos, encaminhados peataneento endodéntico. Os dentes foram
colocados dentro das condi¢cdes seépticas, isoladbertos, desobturados, realizada a
odontometria, irrigados com solucdo salina est#rd,9% e, por conseguinte, os fluidos
existentes foram coletados dentro do canal comagodé papel absorvente. As bactérias
foram identificadas através de andlises de caratitais bioldgicas e morfologicas e através
da sequéncia de genes 16S rRNA. Foram detectadosrganismos em 10 dos 18 dentes. A
maioria das espécies positivas revelam culturaantst 2 a 8 espécies. Em dois deriies
faecalisfoi a Unica espécie detectada. Pela primeira admctériavagococcus fluvialigoi

encontrada nos canais radiculares. As cepas pm@sldoramSelobacterium meoree
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Fusobactérium nucleatunsendo que a presenca destas duas associadasagrarécdos 7

casos.
2.2 Citotoxidade dos cimentos endodbnticos

A liberacdo de formaldeido em cimentos endodénticbavaliada por Leonardet
al. (1999). Os cimentos antigos AH ®2@DeTrey Fréres AS, Zurich, Switzerland) e
Endomethasorfe (Specialités-Septodont, Paris, France) e dois miosemais recentes AH
Plus® (Dentsply DeTrey GmbH, Konstaz, Germany) e Top |%Gd®entsply/Maillefer,
Ballaigues, Switzer-land) foram analisados atradés infravermelho e espectroscopia
eletrénica. Os cimentos foram espatulados e armadpsnem temperatura ambiente por 72
horas. A leitura com ultravioleta e espectro visifei obtida através do uso de
espectofotometro (Hitachi model U-3501). A quardelade 0,059 de cada cimento foi
inserida em 50ml de &gua deionizada, agitado pomBtos e filtrada com papel filtro.
Todos os espectros foram obtidos em temperaturaeatebutilizando 1-cm “quartos de
célula’. A existéncia do comprimento de onda e2#2 e 288nm foi usada para indicar a
presenca de formaldeido. Cada amostra foi analisada graficos obtidos. As analises
mostraram que os cimentos AH®26 o Endomethasofidiberaram formaldeido. Entretanto,
0 TopSed! e o AH Plu§ possuem a mesma formulacéo quimica e liberaramefdeido em
concentracado minima.

Eldenizet al. (2007) testaranm vitro o nivel de pH e a liberacdo de ions calcio de
trés cimentos endoddnticos & base de hidréxidcatiioc(Sealapek Apexit® e Acrosed).
Os materiais foram preparados de acordo com ameratacOes dos fabricantes e colocados
em tubos de 1cm de extensdo e 4mm de diametrai@s foram imersos em um baldo de
vidro com 10ml de &gua bidestilada, selado e arnsiea 37C. O pH do meio foi medido
nos intervalos de 14, 96 horas, 7, 15 e 28 diavédrde um pHmetro e o calcio foi avaliado
através de espectofotometria, observando a difardeccoloracdo das substancias quando
colocadas em contato com reagentes. Os dados #@oralisados utilizando teste estatistico a
fim de comparar os materiais em cada periodo. Delus resultados, o Sealafi@presentou
alto pH e liberacdo significante de amostra dei@alcaior que os outros dois materiais
durante todos os periodos. O Ap&xipresentou maior liberacdo de célcio que o ActBsea
durante o periodo dos ultimos 15 dias. Nao houferaticas significativas entre o pH do
Apexit® e do Acroseél Os autores concluiram que o AcroSembresentou menor liberacéo

de célcio quando comparado aos outros dois cimentos



26

Através de uma meta-analise, Esttlal. (2007) avaliaram a influéncia do cimento
obturador no sucesso do tratamento endoddnticau@ses realizaram uma busca de artigos
de 1966 a 2008 no Medline, totalizando 456 artigessses, somente 1 (hum) satisfez os
critérios de inclusdo propostos pelos autores.v@galeste levantamento concluiram que os
cimentos a base de hidroxido de calcio apresentanathores desempenhos, com elevada
taxa de sucesso no processo de reparo clinicogradfiito, devido a sua baixa citotoxidade
nos tecidos periapicais.

Ainda avaliando a citotoxidade dos cimentos, Sezirad (2009) estudaranm vitro
os cimentos Endofff, Sealer 28 e AH Plu§ sob a linhagem de células VERO (C1008 —
CRL - 1586, ATCC, Rockville, MD, USA). A citotoxide foi avaliada através de corantes
panotico rapido LB (labaclin) e fluoroquench AOréaja de acridive)/EB (brometo de
etidio). O uso dos corantes serviu para avaliaal@sacdes morfologicas nas células nos
periodos de 24, 48 e 72 horas, ap0s o0 contato soomeentos. A afericdo das amostras foi
processada pelo software Image Pre Plus (MédiarAghe) e submetida ao teste estatistico
T de student. Todos os cimentos testados forartogitms em algum momento, entretanto o
cimento Endofilf foi altamente citotoxico. O Sealer®6ausou diminuicdo na densidade e
morfologia celular e o AH Pl{sprovou ser menos téxico, logo apds a manipulagdeye
reacao toxica quando foi testado apds o enduretimen

2.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana é uma importante pragade dentro das ideais de um
cimento endodontico. Orstavik (1981) avaliou aidéde antimicrobiana de 24 materiais
(cimentos obturadores, cimentos e pastas) atragésados testes. Dentre os materiais
estudados estavam: AH ©6(DeTrey AG, Zurich), Diaket (ESPE, Seefeld, PRG),
Endomethasoffe (Septodent, Paris), Kerr Pulp Canal SéaléKerr, Romulus, MI),
TubliSeaf (Kerr, Romulus, Ml), Oxido de Zinco e Eugenol. #as testes foi utilizada saliva
humana constituinte em sua composigédstreptococcus faecium, Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus aureuPara o teste de difusdo em gel, 1ml de salivanisturado com
19ml de caldo TSB (Tripticase Soy Both) em agartidarem temperatura de 50°C. Foram
realizados 7 pocos de 5mm de diametro, em cada,péa®s materiais foram inseridos,
incubados por 24 horas, a 37°C, e os halos de;@mbmicrobiana foram mensurados. Os
materiais também foram armazenados e em seguidaeétizado o teste da atividade

antimicrobiana. Para isto, 0,1ml de saliva foi idituem 1/50 de agua destilada e semeados
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em placas com agar sangue, incubadas a 37°C, poordd. Apos o tempo, o material foi
triturado e misturado com cimento. As porc¢des fo@iocadas nos pocgos e os halos de
inibicdo foram medidos. O autor também avaliou agvedade antimicrobiana era bactericida
ou bacteriostatica removendo 1mms3 do agar sangsezolaas de inibicdo dos materiais,
adicionando os mesmos em tubos contendo 5ml de i8Bhando a 37°C, durante 7 dias,
sendo que se no tubo n&o houvesse crescimentobmcooera considerado bactericida e
guando 0 mesmo era positivo, era considerado lasttico. Por dltimo, foi realizado um
teste de eluicdo dos componentes antibacterian@égdas materiais, através de 0,2ml dos
cimentos Endomethasone e Oxido de Zinco e Eugeimrando os mesmos com 20ml de
solucdo salina e incubado a 37°C, durante 0,186,Z1 dias. Apds, os materiais foram
lavados e secos com papel absorvente e colocadasmato com as placas de agar sangue
contaminadas com saliva, avaliando os halos déc&ob Dentro dos resultados, no teste de
difusdo em gel, todos os materiais tiveram algutivedade antimicrobiana. ApGs 24 horas de
armazenamento, 0s materiais testados também agaeserhalos de inibicdo, sendo que o
Endomethasone foi 0 que apresentou melhor respistdeste de avaliacdo da atividade
bacteriostatica ou bactericida, na maioria dos cas@c¢ao antimicrobiana dos cimentos
frescos era bactericida. No teste de eluicAo dompooentes antimicrobianos, o
Endomethasone mostrou maior atividade antimicr@biamcialmente. Entretanto, a atividade
foi diminuindo com o passar dos dias, sendo quen & dias nenhuma atividade
antimicrobiana foi observada pelo cimento Endonsth&. Dentro de todos os testes foi
observado que alguns materiais foram mais ativodra@a Gram-negativ®. aeruginosa,
enquanto, que outros demonstraram maior atividad&a os Gram-positivoS. aureuse S.
faecium Os materiais que continham paraformaldeido entsogosicdo mostraram melhor
atividade antimicrobiana em todos os testes.

A atividade antimicrobianan vitro também foi avaliada por Siqueira Jr.; Gongalves,
em 1996. Quatro cimentos endodénticos Fill C3n@kalapeX, Sealer 28 e Apexif, além
de uma medicacdo intracanal de hidroxido de ca&loim soro fisioldgico foram testados.
Foram realizadas perfuracdes nas placas de petierabo agar, previamente contaminadas
com 0s microorganismos: Staphylococcus aureus, Porphyromonas endodontalis,
Porphyromonas gingivalis, Actinomyces israelli, iAoiyces neislundii, Fusobacterium
nucleatum, Propionibacterium acnesWolinella recta.Posteriormente, os cimentos foram
inseridos nos pocos e as placas prontas foramadeastna estufa durante 7 dias. Os halos de
inibicdo foram medidos e nos resultados foi avaligde o Fill Candl apresentou grandes

areas de inibicdo para todos os m.o. e o Seafen®6 foi efetivo contr®. endodontalie P.
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gingivalis Ndo houve grandes diferencas entre as medidasatios do cimento Sealafer

da MIC & base de hidréxido de célcio. O Apexii inefetivo contra todas as bactérias,
concluindo que os cimentos Fill Cafia o Sealer 76 apresentaram melhores resultados
guando comparados com 0s outros materiais.

Abdulkaderet al. (1996), avaliaram a susceptibilidade de trés bast&iante de
cinco cimentos endoddnticos. Os cimentos utilizadmsam: Apexif (Vinadent,
Liechtenstein); Sealap&xTubliseaf (Kerr, Rumulus, MI, USA): Roth Root Canal Cenfent
(Root International, Chicago, IL, USA) (Elite grade Ketac End® (ESPE, Seefeld,
Germany), testados frente as bactéri@arphynomonas gingivalis, Capnocytophaga
ochraceae Peptostreptococcus micros placas de agar foram preparadas, contamireadas
realizados pocos de 7mm de diametro. Os cimentamfespatulados e colocados frescos em
contato com o agar. As placas foram incubadas @,3¥8r 48 horas e em seguida foram
realizadas 6 (seis) medidas de cada zona de inilmgérobiana. Foram realizados testes
estatisticos e comparados. O cimento Radpresentou melhor atividade antimicrobiana
seguido dos materiais Ketac-Efid@ubliseaf, Apexif® e Sealapek

Varios métodosn vitro sédo utilizados para avaliar a capacidade antifiana dos
materiais endodonticos. Weigss$ al. (1996) estudaram as propriedades de dois cimentos
avaliando a técnica de contato direto, compararsloesultados obtidos com o teste de
difusdo em &gar. Os cimentos utilizados foram o 261 (De Try Division Dentsply,
Weybridge, England) e Endoflas ¥%Sanlor Labs, Cali, Columbia). Para o experimento
utilizou-se a bactéri&nterococcus faecalisOs cimentos foram previamente espatulados,
inseridos na parede lateral dos pocos e aproximaaiam20 minutos depois, 10ul de
suspensao bacteriana foi colocada em contato carm@&tos e, posteriormente, 0S ensaios
foram armazenados durante 1 hora, a 37°C. Em se2d8&ul de caldo BHI foi inserido nas
células e formado o Grupo A (cimento+bactéria+caldgpds, misturados por 2 minutos,
15ul do grupo A foram transferidos para pocos &jes. A microplaca foi encubada a 37°C
no Termomax microplate reader, e a densidade Opiva cada poco foi avaliada
automaticamente por 18 horas. O mesmo experimentedlizado com o material 24 horas
apos espatulado. Para o teste de difusdo em @mgan tonfeccionados pocos com 5mm de
didmetro e nas placas previamente contaminadasEterococcus faecalisos materiais
espatulados foram inseridos. As placas foram irdadha 37°C em estufa durante 24 horas e,
posteriormente, medidos os halos de inibicdo hactr Nos resultados do contato direto o
Endofla§ foi significativamente o mais potente inibidor dmescimento bacteriano

comparado com o AH 26 Entretanto, na técnica de difusdo em agar o ARHabcapaz de
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produzir um halo de inibicido bem maior do que odflad®. Os autores concluiram que o
contato direto € mais adequado para ensaio deasgies solidas.

Ainda utilizando a comparacdo de duas técnicasnamtbianas, Shalhaet al
(1997) avaliaram a atividade antimicrobiana do citneendodéntico a base de ionémero de
vidro, Ketac End8, comparando-o ao cimento & base de éxido de #reaenol, Roth A
capacidade antimicrobiana dos cimentos frent&rgerococcus faecalifi avaliada através
das técnicas de difusdo em agar e contato diret@ ® contato direto os cimentos foram
espatulados e colocados na parede lateral dos pasamicroplacas. A suspensdo bacteriana
foi colocada sobre as amostras testadas 20 mirRddsoras ou 7 (sete) dias apos a mistura.
Foram acrescentados os meios frescos e, em sefpiideedido o crescimento bacteriano em
cada poco, a cada 30 minutos durante 15 horas.&P##enica de difusdo em agar foram
confeccionados pocos, inseridos os cimentos e medid halos de inibicdo. Os resultados
mostraram que na técnica da difusdo em agar ophalmcado pelo cimento Ketac Effdii
praticamente o dobro do tamanho quando comparadp acoesultante de cimento R8th
(p<0,05). Ja na técnica de contato direto, imehatde apos espatulacdo, ambos os cimentos
inibiram o crescimento bacteriano. Com 24 horas(sefe) dias somente o cimento Roth
inibiu completamente o crescimento bacteriano.

Fusset al. (1997) investigaram a atividade antimicrobianacaeentos a base de
hidroxido de célcio: CRCS(Hygenic, Akron, OH, USA) e Sealager o cimento a base de
6xido de zinco e eugenol Roth Root Canal Cefh¢Roth International Ltd, Chicago, IL,
USA). Foi utilizado o teste de contato direto eéstdiferentes condi¢cdes: amostras utilizadas
dentro de 20 minutos, amostras incubadas a 37°@h@uR4 e 48 horas e envelhecidas em
solugdo salina tamponada com fosfato, durante §, @a37°C. A bactéri&nterococcus
faecalis foi utilizada no experimento. O crescimento micesln e padronizacdo foram
realizados atraveés do espectofotdmetro (ThermoMaiecular Devices Corporation, Menlo
Oaks Corporate Centre, Menlo Park, CA, USA). Emusksg 10ul de suspensado bacteriana
foi adicionada aos cimentos nos tempos fresco, r2Zéhe 7 dias apds espatulacdo. As
amostras foram incubadas por 1 hora, a 37°C, alleas 245 pl de caldo BHI (grupo A).
Posteriormente, 15ul de inoculo foi transferidoapautra célula contendo 215ul de meio
fresco (grupo B). A placa foi incubada a 37°C neriifomax microplate reader e a cada 30
minutos, durante 15 horas, foram realizadas asrdsitde crescimento microbiano. Nos
resultados, no grupo A, em meio fresco e 24 hood®s os materiais demonstraram completa
inibicdo de crescimento microbiano. Com 7 (set@lsdsomente o Rdthe o Sealapék

demonstraram inibicdo de crescimento. No grupodBgimento fresco os materiais CRCS e
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Roth exibiram inibicdo de crescimento e com 24 iosamente o Rothinibiu a atividade.
Dentro de 7 (sete) dias, somente o Seafameastrou inibicdo bacteriana, concluiram que
cimentos a base de Oxido de zinco possuem maibicém apOds espatulados, enquanto
cimentos a base de hidroxido de calcio possuenidatie tardia pela liberacdo de ions
hidroxila a longo prazo.

Kaplan et al. (1999) pesquisaram o efeito antimicrobiano de s®mentos
endoddntios em contato com quatro tipos de microsgaos nos periodos de 2, 20 e 40 dias
apés a obturacdo. Os cimentos estudados foram Rp@#ivadent, Liechtenstein), Endi8n
(Voco, Cuchaven, Germany), AH 2gDentsply De Trey, Konstanz, Germany), AH Blus
(Dentsply De Trey), Procosbl(Star Denta Lancaster, PA, USA) e Ketac-Ehd&spe,
Seefeld, Germany). As bactérias utilizadas foaamdida albicans, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutaresActinomyces israeliiForam confeccionados pocos em placas de agar
esterilizadas e os cimentos foram preparados eidosenos pog¢os. As placas foram
armazenadas a 37°C por 24 horas. Apés o periodenderecimento dos materiais, 0s
mesmos foram retirados do agar, imersos em 4ml eile de cultura e divididos em trés
grupos. No grupo 1, os materiais foram armazenad@® mlias a 37°C, ja as amostras 2 e 3
foram armazenadas a 4°C por 20 e 40 dias, respewtivie. Para realizar o experimento, a
suspensdo bacteriana foi preparadas através aaebealic Farland chegando a 9 x° 10
germes/ml. Foi inoculada 0,5ml da suspensé&o no deetultura com os cimentos e realizada
a contagem de unidades formadoras de colbnias (UtES)tempos preconizados. Nos
resultados, os cimentos ApéitEndiorf e AH Plu§ produziram ligeira inibicdo de.
mutans até 20 dias e frente A. israelii durante todo o periodo. Nenhuma atividade
antimicrobiana foi encontrada frenteCa albicanse S. aureus O cimento Ketac-Endo
produziu efeito antimicrobiano somente Aoisraelii entre 2 e 40 dias. AH 26e Procosdl
mostraram atividade antimicrobiana até 40 diasraddt albicans de 20 e 40 dias frent&
mutanse S. aureuse nenhuma inibicdo contr&. israeli. Os autores concluiram que o0s
cimentos avaliados mostraram diferentes efeitdstérios dependendo do tempo e do tipo de
microorganismo. Entretanto, os cimentos contendgemal e formaldeido apresentaram
melhor efeito frente as cepas nos intervalos testad

Avaliando a acdo antimicrobiana e o grau de esco@n@os cimentos Kerr Pulp
Canal Sealé, Fill Canaf, ThermaSe4l Sealer 28, AH Plus’ e Sealer PIfs Siqueira Jret
al. (2000) realizaram o teste de difusdo em agar mhosntos contra as bactériRsevotella
nigrexens, Porphyromonas gingivalis, Streptococuiiss, Streptococcus baris, Enterococcus

faecalis, Pseudomonas aeroginosa, LactobacilusicEseherichia colie Candida albicans



31

Foram preparadas placas de petri com agar solddaminadas e confeccionados pogos onde
foram colocados o0s cimentos previamente espatulaélesculturas anaerébicas foram
armazenadas em estufa bacteriolégica durante Sedigsoutros foram armazenados a 37°C
por 24 a 48 horas. As zonas de inibicdo foram naesdédos resultados avaliados em duplicata.
Para o teste de escoamento foram utilizados 2 pkeavidro com peso de 500g, entre elas
colocados os cimentos espatulados (0,5ml de cadentd) e avaliados durante 1 minuto. O
diametro formado pelo escoamento do cimento foismedo 3 vezes e realizado o célculo.
Em relacdo a atividade antimicrobiana, todos osewtos demonstraram acédo contra 0s
microrganismos. Nao houve diferencas significatieare os cimentos testados (p>0,05).
Todos os cimentos demonstraram escoamento (deasocaohdicbes testadas), porém, a
anélise estatistica revelou que os cimentos AH Riugerr Pulp Canal Seafedemonstraram
melhores valores em relacdo ao escoamento obtefelendas estatisticas significativas em
comparagao com 0s outros cimentos.

Testandoa atividade antimicrobiana através do teste des@dlem agar, Laat al
(2001) estudaram quatro cimentos endodonticostag®&; AH 26° (Dentsply De Try,
Konstany, Germany); AH PlfigDentsply De Try, Konstany, Germany)e N@ndrag Agsa,
Switzerland), contra bactérias comumente encordrades infecgcbes endodbdnticas, sendo
estasS. mutans, S. aureus, E. coli, S. sanguis, F. atutie P. gingivalis, P. intermed&aP.
endodontalis Para o teste, foram confeccionados pocos de 6erdiametro e 4mm de
profundidade nas placas de agar previamente pdgmra contaminadas pelas bactérias
citadas acima. Em seguida, os cimentos foram ohs&nas células e apds 24 horas os ensaios
foram avaliados quanto ao tamanho do halo de #xbigrmado. Nos resultados, os cimentos
N2®, AH 26° e AH Plu§ demonstraram zonas de inibicdo contra todas aértzctestadas.
N&o houve diferenca significativa entre 0®N@ o AH 26 contraS. mutanse S. aureus
SealapeX demonstrou baixa atividade antimicrobiana coStraureusEm adicdo, o mesmo
foi inefetivo contraS. sanguisOs dados demonstraram que em geral 2o cimento que
apresentou melhor atividade antimicrobiana segpielos cimentos AH 26 AH Plus’ e
Sealape%, concluindo que os cimentos contendo formaldeidogenol apresentaram melhor
acao antimicrobiana.

Cruzet al., em 2001, avaliararmm vitro a capacidade antimicrobiana dos cimentos
de obturacéo Rickétt N-Rickerf e Sealer ZBfrente &s seguintes bactérigsaphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus saigs/aCandida albicangs microorganismos
coletados do sulco gengival de pacientes com panidd cronica. Foram realizados 0s pocos

em placas de 4gar, inseridas as bactérias e posterite os cimentos foram adicionados aos
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ensaios. As placas com os materiais foram colecadaestufa bacteriolégica a 37°C e os
halos de inibicdo foram medidos com um paquimé&oresultados foram avaliados com o
teste T que demonstraram maior halo de inibicdociipento N-Rickef® frente ao
Staphylococcus aureus Em relacdo aos microorganismoStreptococcus mutans
Streptococcus salivariusCandida Albican$s maiores halos foram respectivamente para os
cimentos N-Rickeft, Rickerf e N-Rickerf. O cimento Sealer 26apresentou maiores halos
frente as cepas coletadas no sulco gengival, coddwgue todos os cimentos apresentaram
atividade antimicrobiana frente a todas as bactéeistadas.

Comparando o efeito antimicrobiano dos materiaigshR811°, Kerr EWT®,
SealapeX e AH PIu§ frente aEnterococcus faecalidlickel et al. (2003) testaram a eficacia
através do método de difusdo em agar. Para o exgr@io 0os cimentos foram preparados e
inseridos em discos de papel. Os discos foramcadlis em contato com as bactérias e
levados a estufa a 37°C sendo avaliados apds 485.héss zonas de inibicdo foram
mensuradas apds 24 e 48 horas, nos resultadosmestos Roth 81%, Kerr EWT® e
SealapeX evidenciaram zonas de inibicdo. O cimento AH Pln&o demonstrou atividade
antimicrobiana frente ao microrganismo testaddnento Roth 81% demonstrou maior halo
de inibicdo (1,2mm) seguido pelo Sealdp&x8mm) e Kerr EWT (0,5mm), concluiram que
0s cimentos a base de 6xido de zinco e eugenoli@assfeito antimicrobiano maior que os
demais.

Através de dois testes sobre atividade antimicr@biaCobankaraet al. (2004)
analisaramin vitro cinco cimentos endodénticos (Roeko Seafetac-end8, AH Plug,
Sealape¥, Sultarf) frente ao€nterococcus faecalisor meio dos testes de difusdo em agar e
de contato direto. Para o teste de contato dicsta@imentos foram espatulados e colocados
em contato direto com uma suspenséo de 10ul dérlzamcmantida por 1 hora em estufa a
37°C. Apos esse periodo, o crescimento bacter@modnsurado com um espectofotdmetro a
cada 30 minutos, durante 19 horas, utilizando oedfpa Anthos Labtec HT2(Instruments
GmbH, Austria). Para o teste de difusdo em agautilizado 200u| de suspenséo bacteriana
nas placas e, em seguida, foram confeccionaddsiosif Os cimentos foram espatulados e
inseridos nos pocos. Apés um periodo de incubacde’@, durante 24 horas, as zonas de
inibicio foram medidas. Para o contato direto,imeotos Ketac-Endy Sultarif e AH Plu§
apresentaram resultados semelhantes. Esses cinodritceram maior efeito antimicrobiano
quando comparados ao SealdpexRoeko Sedl De acordo com o teste de difusdo em &gar,
o Roeko Se&lndo demonstrou atividade antimicrobiana, néo halifezencas significativas

entre o AH PIu§, Sealape% e o Sultafi (p>0,05). Ketac Endodemonstrou menor atividade
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antimicrobiana do que os outros cimentos (p<0,05)empo néo teve efeito direto na
atividade antimicrobiana dos cimentos (p>0,05) efesto antimicrobiano variou de acordo
com os testes utilizados. Os autores concluem d@enea, tempo e substancias contidas nos
materiais testados podem interferir nos resultaldssestudos microbiolégicos.

Cinco cimentos endodénticos Enddfill Endomethasoffe Endomethasone S\
Sealer 28, e AH PIu§ foram testados contra os microrganism@sndida albicans,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, ®irepcus sanguise Actinomyces
naeslundii,avaliando a atividade antimicrobiana dos mesmosm@eriais foram avaliados
imediatamente, 24h, 48h e 7 dias apds a manipulcd@eés métodos contato direto e difuséo
em agar. No contato direto os ensaios (BHI+inoctiloento; BHI+inoculo; BHI+cimento)
foram testados de hora em hora, durante 11 hooas, auxilio de um espectofotémetro.
Aliguotas contendo 10ul de cada sistema eram daletde hora em hora e inoculados em 5%
sangue + placas de agar BHI, onde eram incubadad&8a4 horas a fim de avaliar o
crescimento microbiano. No método de difusdo em agalacas foram mantidas por 2 horas
em local com temperatura suficiente para difundimgentes no meio, e depois incubadas a
37°C no periodo de aerbbios 24 a 48 horas. As zmasbicdo de crescimento microbiano
foram medidas e a analise estatistica realizadae®e de contato direto, imediatamente apos
a manipulacdo, Endoffll Endomethasoffee Endomethasone ®Napresentaram a maior
atividade antimicrobiana, sem diferencas signifieest entre eles. Sendo que o
Endomethasone Napresentou-se mais efetivo paranaeslundi, S. sanguis e C. albicans,
Endofill® paraS. aureus, S. sanguis, €ndomethasorfeparaE. faecalis e C. albican®ara
0 microrganismoS. sanguis o Endofil® e Endomethasone ®Nmostraram a mesma
efetividade, assim como o EndomethaSome Endomethasone ®Npara C. albicans Os
microrganismos mais susceptiveis para todos osntosdestados forars. sanguise S.
aureus Enterococcus faecalifoi o0 microrganismo mais resistente contra todogimentos
testados, sendo mais afetado pelo Endometh8sbiweteste de difusdo em &gar, os maiores
halos de inibicdo foram respectivamente Endbfiitndomethasoffee Endomethasone®™
Nenhum dos cimentos testados inibiu totalmente esocomento microbiano e a atividade
antimicrobiana dos mesmos diminuiram com o temg@aN&Set al, 2004).

A atividade antimicrobiana dos cimentos Seal&pekpexit® (Vivadent, Schaan
Liechtenstein), Grossman's se8ldby prescription, NIOM laboratory, Haslum, Norway)
AH Plus® e MCS Canal Seafér(Lone Star Technologies, Westport, CT, USA) foaleada
frente a bactéri&nterococcus faecalifApos realizada padronizacdo das bactérias, ddeos

filtro de papel (Whatman n° 3; 4mm de diametrogufiorimersos na suspensédo bacteriana por
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10 minutos e, em seguida, os mesmos foram remoeidmdocados em uma superficie com
pocos teflon com 5mm de didmetro e 3mm de profiatid Aproximadamente 15ul de
cimento fresco espatulado foi inserido nos disargaminados e, posteriormente, incubados
durante 30 minutos, a 37°C. Em seguida a exposggidjscos foram retirados do contato
com cimento e foram transferidos para vias cont@ntbde solucdo salina. Apés diluigdes,
duas gotas de 25ul foram inseridas em placas de Agglacas foram incubadas a 37°C
durante 24 horas e as unidades formadoras de asl@dFC) foram contadas. Nos resultados
foi avaliado que o nlimero de bactérias reduziuifiigtivamente nos cimentos MESAH
Plus® e cimento de GrossmafKAYAOGLU et al, 2005).

Eldeniz et al. (2006-a) avaliaram a atividade antimicrobiana datemais retro-
obturadores através da técnica de contato direi@nf avaliados Cavex Avall8y(Cavex,
Haarlem, Holland), Clearfil AP-X (Kuraray, Okayama, Japan), Dyfa¢Dentsply, DeTrey,
Konstanz, Germany), Geristérg(Den-Mat, Santa Maria, CA), IR (Caulk Dentsply,
Milford, DE), ProRoot MTA’ (Dentsply, Tulsa Dental, Germany), Protect Bbidukaray,
Okayama, Japan), SE Bdhtkukaray, Okayama, Japan) e Super Bond €&8un Medical,
Japan) frente as bactéri&aphylococcus aureus, Enterococcus faecali8seudomonas
aeruginosa Os cimentos foram colocados em microplacas e d@jslispenséo bacteriana foi
adicionado. Apos incubacéo por 1 hora a 37°C, 24t caldo BHI foi inserido e misturado,
formando o Grupo A. Desta solucao foi retirada 1%l suspenséo e inoculada em outro
poco juntamente com 215 ul de caldo BHI, formandpupo B. O crescimento microbiano
foi mensurado através do espectofotometro (Anthalstdc HT 2, Elisa Reader, Anthos
Labtec Inst., Salzburg, Austria), durante 15 hoeasizando leituras a cada 30 minutos. Nos
resultados do grupo A no tempo imediatamente appatelacdo, ndo houve diferenca
estatistica significante frente dnterococcus faecalisOs materiais SE Bofid Protect
Bond® e Geristor8 demonstraram melhor atividade frente So aureus Contra P.
aeruginosaos materiais com melhores resultados foram IRRtoRoot MTA e amalgama.
Nos experimentos ap6s trés dias de incubacéo dusntis, o IRM e o ProRoot MTA
foram os que apresentaram melhor atividade cdfritarococcus faecaliContra a bactéria
S. aureusos melhores materiais foram IRM Geristor® sendo que somente o IRM o
ProRoof tiveram completa inibicdo microbiana confraaeruginosaOs autores concluiram
que houve uma grande variagcdo nas atividades anbipianas entre os materiais testados.

Em outro trabalho avaliaranm vitro a atividade antimicrobiana de seis cimentos
endodénticos: EndoR8z AH 26°, Diakef, Sultarff, Apexif® e RoekoSedl frente as
bactériasStaphylococcus aureus, Enterococcus faemlBseudomonas aeroginosioram
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realizados dois testes: o de difusdo em agar emtato direto. Para o teste de difusdo, foram
realizados pocos nas placas com agar previamenmtansmadas. Os cimentos foram
espatulados e inseridos 0,1ml do material em caga.As placas foram incubadas a 37°C
em estufa bacteriologica e as leituras dos halositdcdo foram realizados com régua
milimetrada apés 24, 48 horas, 7 e 10 dias. O tisteontato direto foi realizado utilizando
microplacas. Os cimentos foram espatulados, inseriths células, e apds 20 minutos a
suspensao bacteriana foi colocada em contato commento. Em seguida, foi adicionado o
caldo BHI nas células e misturados por 2 minutosrég3cimento bacteriano foi monitorado a
cada hora utilizando espectofotémetro (Elisa Readlghos Labtec HT 2, Salzbrerg, 4ustria).
Nos resultados do teste de difusdo em é&gar, nentzama de inibicdo foi avaliada nos
cimentos EndoRé&Zz Apexif® e RoekoSe8l O cimento Diakét demonstrou larga zona de
inibicdo contraE. faecalise P. aeroginosaseguidos do AH Z6e do Sultafi. No teste de
contato direto nos materiais frescos, o cimento26f demonstrou completa inibicéo frente
ao E. faecalis, P. aeroginosaS. aureusOs experimentos com 24 horas de armazenamento
exibiram completa inibicdo de crescimento Elefaecalisnas primeiras 10 horas e dSs
aureuse P. aeroginosanas 13 horas, concluindo que os cimentos Af| Beakef’ e Sultaff
demonstraram maior potencial inibidor antimicrobiado que os outros materiais testados
(ELDENIZ et al, 2006-b).

Autores avaliaramn vitro a atividade antimicrobiana de 6 cimentos endodosti
(Epiphany’, AH 26°, Sealape% Diakef’, Endomethasofiee o Sultafi) através do teste de
difusdo em agar frenteEnterococcus faecali®\pos a inser¢cdo do microrganismo nas placas,
foram confeccionados pogos de 5mm de diametro.if@sntos foram espatulados, inseridos
nos pocos e avaliados os halos de inibicdo bantecam 24, 48 e 72 horas. Os resultados
foram avaliados com testes de ANOVA e Tukey e déma@sn que 0S cimentos com maior
atividade antimicrobiana foram o EndomethaSoreo Sultafi. Os materiais Sealapee
Diakef® demonstraram atividade antimicrobiana razoavelradh faecalis enquanto que 0s
cimentos Epipharfyy e AH 26° demonstraram ser pouco efetivos contra a bactésa.
resultados apdés 48 e 72 horas demonstraram queti@idsfde dos cimentos decresce
ligeiramente com o tempo. Com os dados relatadste rexperimento, foi concluido que o
cimento Epiphany é inferior em termos de atividade antimicrobianarglo comparado com
4 dos 5 cimentos testados. O cimento Epipfiaeyn efeito antimicrobiano igual ou pouco
melhor que o AH 28 n&o oferecendo vantagens antimicrobianas melhpresos outros
cimentos (BODRUMLU; SEMIZ, 2006).
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Hoelscher et al. (2006) realizaram um estudm vitro avaliando os efeitos
antimicrobianos de cinco antibidticos (amoxilinangeilina, clindamicina, metronidazol e
doxaciclina) quando adicionados ao cimento enddéctbriferr Pulp Canal Sealer EWT
contra aEnterococcus faecalidrinta placas de agar foram preparadas e inoasladmE.
faecalis. Discos de papel estéreis contendo a combinaca@ntirantibidtico foram
colocados em contato com o agar e trés discos,camento Kerf, e trés discos, em branco
(vazios), foram utilizados para controle positivonegativo. As placas foram incubadas a
37°C, durante 48 horas e, em seguida, as zonashigdo foram medidas e os resultados
revelaram que as combinacdes cimento-antibidticatecmlo amoxicilina, penicilina,
clindamicina e doxacilina obtiveram diferenca digativa (p<0,001), quando comparadas
com as amostras que continham apenas o cimento EK&T®. N&o houve diferenca
significativa (p>0,05) entre a combinacdo cimenttronidazol e somente o cimento Kerr
EWT®. Concluiram que o uso de alguns antibiéticos aedamlos ao cimento Ké&rpodem
potencializar a agdo antimicrobiana, porém, maisdes devem ser realizados no intuito de
avaliar até onde os antibidticos ndo vao influeneira outras propriedades do cimento, tais
como: capacidade seladora, tempo de presa e dalhimabsubstantividade, grau de
escoamento, entre outras.

A atividade antimicrobiana dos cimentos endodéstishl plug’, cimento Portlan®,
N-rickert®, Pro Root MTA e Sealapékfoi avaliada na presenca dos nCandida albicans,
Enterococcus faecalis, Esherichiali e Staphylococcus aureuBlacas de petri contendo agar
foram contaminadas com as bactérias e em seguifiaiogr foram realizados para a
colocacdo dos cimentos. Apos a insercdo dos miateasglacas foram incubadas em estufa a
37°C durante 24 horas e ap0s o tempo de incubachalos de inibicdo formados ao redor
dos cimentos foram medidos. Foi realizado o tedteparamétrico e os resultados estatisticos
revelaram diferencas significantes (5%) quando @wegos os cimentos AH pfUsMTA®,
Portlan® e Sealapék Nenhuma diferenca significativa foi encontradargio comparado o
AH plus® com o cimento N-Rickeéft Quando comparado o N-Rickércom MTA®,
Portlan® e Sealapeéka diferenca significante foi de 1%. De acordo @metodologia deste
experimento 0s autores concluiram que nenhum rahtegstado apresentou atividade
antimicrobiana contra @&. faecalis Os cimentos AH plfs e N-Rickerf apresentaram
atividade antimicrobiana contr@. albicans, S.aureug E. coli. Nenhuma atividade foi
observada com MTA SealapeX e cimento Portlafti(MIYAGAK et al.,2006).

Tanomaru-Filhaet al, em 2007 avaliaram a atividade antimicrobiandaler 28,

SealapeX + Oxido de Zinco, Oxido de Zinco e Eugenol, CineeRortland cinza, Cimento
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Portlan® branco, MTA cinza, MTA® branco, ProRoot MTA cinza, quando em contato
com 0s microrganismodMicrocossus luteos, Staphylococcus aureus, Esdharisoli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicartsnterococcus faecaliatravés do método de
difusdo em agar. As placas foram inoculadas comiosorganismos, e os orificios foram
feitos sob o agar ja enrijecido. Os materiais formamipulados e acomodados imediatamente
apos as perfuragfes. As placas foram mantidas eypetatura ambiente por 2 horas, para
pré-difusdo dos materiais, e incubadas a 37°C $dwfas. Em seguida uma camada de 5ml
de meio preparado com 1% de agar e 0,05% de tyfiegazolium chloride foi adicionado
para otimizacao dos resultados. Depois da soladifio as placas foram incubadas a 37°C por
30 minutos. Esta técnica diferenciada permite Vizalaas zonas de crescimento e de inibi¢cao
microbiana. Dentre os resultados todas as esp@oiesbianas usadas no teste foram inibidas
pelos materiais avaliados. Os testes estatistieomdstraram que o Sealer®2GealapeX +
Oxido de Zinco e cimento de Oxido de Zinco e Eupexpesentaram halos de inibicio
microbiana maiores que os cimentos baseados no®MTémento Portlarfti(P<0,05).

Kopperet al.,em 2007, avaliaranin vitro, a atividade antimicrobiana dos cimentos
endodénticos AH plfs Endofill® e Sealer 28 frente culturas com os microorganismos
Enterococcus faecalis, P. aeruginosa, Staphyloc®aureuse Candida Albicans Foram
confeccionados 2 discos de papel filtro de 5Smmidmetro para cada cimento e colocados
nas placas de petri contaminadas previamente cdenro&roorganismo. Os cimentos foram
inseridos nos discos, colocados em contato direfm as bactérias e levados a estufa
bacteriologica durante 48 horas e os halos dec#biprovocados pelos cimentos foram
medidos com um paquimetro digital. Os resultadosostraram que parak faecalis, P.
aeruginosae C. albicansa ordem crescente de diametro dos halos de inidm@am AH
plus®, Sealer 28 e Endofilf’. Para oS. aureusa ordem crescente foi AH pfisEndofill® e
Sealer 28, sendo que todos os cimentos testados apresentdigdade antimicrobiana
contra todas as culturas avaliadas.

Mendongeet al (2007) através do teste de difusdo em &gar,aamali associacoes do
Gel de Metronidazol com hidréxido de célcio e citoeRortland como medicacao intracanal
frente a bactérias anaerdbias facultativos. Nosltestos constataram que principios ativos
como hidréxido de calcio mesmo com seu pH extreménalcalino, ndo mostra espectro
para 0 microrganismos anaerdbios tais cdBmerococcus faecalisO metronidazol gel
quando associado ao hidroxido de célcio e cimematlad® ndo obteve respostas
antimicrobianas melhores do que a acdo do hidréxieocalcio puro, tendo o cimento

Portland® apenas melhorado as propriedades fisico-quimessacasta.
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Tanomaruet al. (2008) testaram a atividade antimicrobiana do nbmeé\crosed! e
MTA® em comparacdo com os cimentos Seaf3psealer 28, Intrafill® e MTA® Branco
(Angelus), contra os microorganismollicrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicafnterococcus faecali$D método para anélise
foi a difusdo em agar. Apos resfriamento das pldeagetri, foram confeccionados pocgos de
4mm no agar previamente contaminado. Os cimentasf@spatulados, inseridos nos pocos
e deixados a temperatura ambiente durante 2 r@raseguida, as placas foram colocadas em
estufa a 37°C durante 24horas e os halos de inilfigam medidos apds esse periodo. Nos
resultados pode-se observar que os cimentos Sgdjagealer 28 e MTA® branco
apresentaram atividade antimicrobiana contra tedasicrorganismos. O cimento Acroseal
foi inefetivo contraP. aeroginosae C. albicanse o cimento Intrafiff ndo apresentou
atividade antimicrobiana contr®. aeroginosa Os autores concluiram que o cimento
Acroseal apresentou baixa ac&o antimicrobiana e formulpe#ecida com o cimento Sealer
26°, porém, ndo demonstrando mesma atividade antibizra.

A fim de comparar a atividade antimicrobiana deimentos: AH PIug, Apexit
Plus®, Epiphany SB e Roeko Se8| contra a bactéri&nterococcus faecalisSlutzky-
Goldberget al. (2008) utilizaram o método de contato direto.r@scimento bacteriano foi
avaliado a cada 30 minutos por 16 horas. Os cimemgeeviamente espatulados, foram
colocados em paredes laterais nos pocos, inoculasidsactérias e, apos periodo de 20
minutos, inserido o caldo BHI. A placa foi armazdsma 37°C na Versamax Linte (General
Eletric, Virginia, USA) e a densidade 6ptica emaaadco foi avaliada durante 16 horas a
cada meia hora. Foi realizada uma curva de crestint®acteriano para cada cimento e 0s
dados foram avaliados estatisticamente pelo ANOVRukey. O mesmo experimento foi
realizado com 1, 2, 7 e 14 dias. Nos resultadosiimoentos testados freninterococcus
faecalis,imediatamente apds espatulagéo do material, oiAP&IS® foi 0 Gnico que inibiu o
potencial microbiano. Apés um dia de espatuladApexit® ainda conteve um crescimento
bacteriano. Apexit, AH Plu$’ e Roeko Se8ln&o diferiram do grupo controle negativo no
tempo de 2 dias, entretanto o sistema Epiphary f&® conteve crescimento bacteriano.
Ap6s 7 dias o Epiphafiyfoi o Ginico que continuou a ter o crescimento éx@no, enquanto
0s outros materiais ficaram similares ao grupo rotetnegativo e em 14 dias ja ndo havia
qualguer reacdo do material a bactéria. Os resdtantlicaram que dentro das condi¢des de
estudo o uso do Epiphahpode ser um desafio.

Através do método de difusdo em agar, Yasaidd (2008) avaliaram a atividade
antimicrobiana dos cimentos: SB Se@lgBun Medical, Shiga, Japan), SealdhexH Plus,
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RoekoSeal AutomiX (Coltene/Whaledent, Germany), Canal§ (Showa Yakuhin Kako,
Tokyo, Japan) e ProRoot Mineral Trioxide Aggre§aeTA) (Dentsply, Jonhson City, TN,
USA), frente aos microorganismds. aureus, E. faecalis, C. albicans, S. mutanS.
sanguinis Placas foram preparadas com agar BHI e os mgaosmos foram adicionados
de acordo com a escala 0,5 de McFarland. Sob ¢ segjamperfuracbes de 7mm de diametro e
2mm de profundidade foram confeccionadas, os cimsembanipulados e em seguida
inseridos nos orificios. As placas foram incubada37°C por 24 horas, em seguida, uma
camada de 5ml de triphenyltetrazolium chloride (@dIC) preparado com 1% de agar BHI e
0,05% de TTC foi adicionada para otimizacdo doslltados. Apds solidificagdo, foram
incubadas a 37°C por 30 minutos. Os diametros daaszde inibicdo foram acurados em
milimetros e os resultados mostraram que a atieidattimicrobiana do SB Sedlefoi
significativamente baixa quando comparada com dso®ucimentos, com excecdo do
ProRoot MTA® sobreS. aureus, C. albicans, S. mutam$. sanguinisPorém, a atividade
sobre OE. faecalisn&o foi detectada. O AH Pfisnostrou atividade antimicrobiana superior
frente aC. albicanse S. Mutans O cimento Canals Napresentou atividade antimicrobiana
alta frente aS. aureuse S. sanguinissemelhante a mostrada pelo AH BluSealapeX e
Roeko Sedl exibiram moderada inibicdo sobre todos os micrisgaos. N&o foi detectada
atividade do ProRoot MTA sobre os espécimes testadosEOfaecalsmostrou-se mais
resistente sobre 0s cimentos.

Sabendo que as infec¢bes endodonticas sdo pobbracas e mais resistentes, Turk
et al. (2009) testaram a atividade antimicrobiana do dxidio de célcio com diferentes
veiculos pelo método de difusdo em agar contrac&hakE. faecalise C. albicans.Foram
utilizados os medicamentos: hidroxido de célcio ptn (Merck, Darmstadt, Germany),
misturados com glicerina 100%, 50% e 20% (Merckiynixiadt, Germany), digluconato de
clorexidina 2% (CHX; Sigma Aldrich, St. Louis, MQjetrimida 2% (Arcos Organics, Geel,
Bélgica) e diluido em agua destilada. As cepasridreoculadas e incubadas a 37°C durante
24 horas. As células microbianas foram suspensasselgdo salina até chegar a
concentracéo final de 1,5X3,@élulas/ml. Para o teste de difusdo em agamlaaas de petri
com 20 ml de Tryptic Soy Agar (Merck, Darmstadt,n@any) foram inoculadas 0,1ml de
cada uma das suspensdes microbianas nos pocos medénprofundidade e 6mm de
diametro, previamente confeccionados nos meios @aontrole positivo, foram utilizados
0s antibioticos Nistatina e Ceftazidima. Os halesribicdo microbiana foram mensurados
em milimetros através de uma régua milimetradatrPers resultados contia faecalisos

efeitos antibacterianos das pastas de hidréoxidacdleio em ordem decrescente foram:



40

Ceftazidima, digluconato de clorexidina 2% com @udtdo de célcio, cetrimida com
hidréxido de célcio, agua destilada com hidréxigocdlcio. A combinagéo da glicerina com
hidroxido de calcio ndo demonstrou nenhuma atidadtimicrobiana contr&. faecalis.
Essa bactéria demonstrou maior resisténcia as agédis intracanais quando comparada com
a leveduraC. albicans Os efeitos antifingicos das pastas de hidrég@céalcio em ordem
decrescente foram: glicerina 100% com hidréxidacéleio, digluconato de clorexidina 2%
com hidréxido de célcio, glicerina 50% com hidraxidle calcio, glicerina 20% com
hidroxido de calcio e agua destilada com hidréxddocalcio. O poder antifungico foi maior
nas pastas de glicerina e digluconato de clorexidonque o controle Nistatina, cetrimida 2%
e agua destilada.

Zhanget al (2009) utilizaram a técnica de contato direto rilcabla para avaliar a
atividade antimicrobiana de 7 cimentos: AH Bluapexit Plu§, iRoot SP, TubliSeaf,
SealapeX, Epiphany SE e Endo ReZ contra osEnterococcus faecalisAs bactérias em
suspensao eram expostas aos materiais por 2, & &0 minutos, utilizando os cimentos
preparados imediatamente ou apos 1,3 e 7 dias. @gpsriodos, era realizada a contagem de
UFC/ml de cada tipo de cimento. Imediatamente apéspatulacdo, o cimento iRoot®SP
eliminou todas as bactérias em 2 minutos, AH P&rs 5 minutos, Endo R82m 20 minutos
e Sealapek e Epiphan§ em 60 minutos. Os meios frescos contendo Apexis’Pe
TubliSeaf’ ndo conseguiram eliminar as bactérias dentro dmifQtos. Dentro dos periodos
1 e 3 dias de experimento, iRoot ®SR EndoRe% tiveram as melhores atividades
antimicrobianas , seguidos de Seal&pexEpiphan{. Os cimentos TubliSeale AH Plu§
ndo demonstraram nenhuma atividade antimicrobiaigmifisante. Dentre todos o0s
experimentos, Apexit Pl§sapresentou a menor atividade antimicrobiana, camb que os
cimentos frescos iRoot SPAH Plug®, e EndoReZ eliminaram oEnterococcus faecalis
efetivamente, sendo que o iRoot® 30 EndoR€% continuaram efetivos por 3 a 7 dias apés
sua espatulacéo. Os cimentos Seal@gekndoRe% foram os Unicos que permaneceram com
atividade antimicrobiana ap0s 7 dias.

Leonardiet al. (2009) pesquisaram a acao antimicrobiana dos ¢tos@mdoddnticos
Endofill®, Sealer 28, AH Plus’ e Acrosedl, contra as bactériaBnterococcus faecalis,
Escherichia coli, Bacillus cereus e Staphylococusus,utilizando o método de difusdo em
agar. ApOs agitacdo e crescimento, as bactériasi@efdas foram inoculadas em placas de
petri com &gar, previamente preparadas, e escajaopss com 6mm de diametro. Os
cimentos foram espatulados e colocados e as pfa@aam em repouso em temperatura

ambiente por 2 horas, para difusdo do materialrabbtnr no meio de cultura, e, em seguida,
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foram incubados em estufa bacteriolégica a 37°C,48o0horas. Os halos de inibicdo de
crescimento bacteriano foram medidos com auxilimma régua milimetrada transparente e
dentre os resultados, o cimento AcroSe®lo demonstrou atividade antimicrobiana coBtra
coli e E. faecalise atividade mediana contBa cereuse S. aureuso AH Plu$ e o Endofilf
evidenciaram alto poder antimicrobiano corffracoli e o Sealer 6 apresentou moderada
atividade antimicrobiana contra todos os microrgiaais empregados. Os autores concluiram
que os cimentos AH Plfise Endofil® demonstraram maior poder antimicrobiano dentro da
metodologia empregada no trabalho.

No intuito de avaliar a atividade antimicrobiamayitro, através do teste de difusao
em &gar, Pinheiret al (2009) testaram os seguintes cimentos: Epigh&Renton clinical
technologies, Wallingford, CT, USA), PrinfetEpiphany self-eching primer — Penton clinical
technologies), Acroseal(Septodent, Saint Maur Desfosses, France), Polfiraraquara
Dental School, Sdo Paulo State University, Araremyu&P, Brasil) e para controle positivo
foi utilizado cimento de oxido de zinco e euger®§ (White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
Placas contendo agar foram preparadas e, postentea bactérig. faecalisfoi inoculada
em toda sua superficie. Em seguida, foram confeadims pocos na superficie e inseridos os
cimentos, previamente espatulados. As placas de coya cimento foram deixadas em
temperatura ambiente durante 2 horas, para umdifpg&o do cimento no agar e, depois
colocado em estufa bacteriologica. Foram realizadadidas dos halos de inibicdo nos
tempos de 24 e 48 horas. Nos resultados foi awalgue ndo houve diferenca nas
mensuracdes de 24 e 48 horas, sendo que os cinfgpifgzany e Polifil® ndo mostraram
acdo antimicrobiana (n&o houve halo de inibicdddnana). O Primér produziu o maior
halo de inibicdo seguido pelo Acroseal o 6xido de zinco e eugenol. Concluiram que neste
estudo CE. faecalisfoi resistente aos cimentos Epiph&meyo Polifif®, sendo que o Primee

o cimento Acrose8Iforam efetivos contra a bactéria testada.



3 OBJETIVOS

Levando-se em consideracdo a importancia da atigidetimicrobianan vitro dos
cimentos endodénticos Endofij)l Endomethasone N\ Acroseal, Sealape% Sealer 28 e
AH-Plus®, frente aos microorganismoStaphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida
albicans e Enterococcus faecal®) tempo imediatamente apos espatulacdo dos nmsteria

objetivo desta pesquisa foi:

- Analisarin vitro a capacidade antimicrobiana dos cimentos endani@nétravés do

teste de difusdo em &gar no tempo de 48 horasrapdscao;

- Verificarin vitro a capacidade antimicrobiana dos cimentos enda@ntitilizando

o teste de contato direto em meio liquido.



4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo comité dmétim pesquisa, da Universidade

Federal de Mato Grosso do Sul, protocdib331, conforme anexado.

4.1 Materiais

4.1.1 Cimentos (Apéndice 1)

Os cimentos obturadores analisados neste trabaiam f
« G1- ENDOFILL® (Dentsply, Industria e Comércio Ltda., PetrépelRJ/ Brasil);
« G2 - ACROSEAL® (Specialités — Septodont — Saint Maur — Paristaan
« G3-SEALAPEX (Kerr, Rumulus, MI/USA);
« G4 - SEALER 26 (Dentsply, Indistria e Comércio Ltda., PetrépelRJ/Brasil);
« G5 - ENDOMETHASONE N (Specialités — Septodont — Saint Maur — Paris/
Franca);
« G6 - AH-PLUS (Dentsply — DeTrey GmbH D-78467, Konstanz/ Suica);

4.1.2 Microorganismos

Levedura

* Candida albicangATTC 25212)
Bactérias anaerdbias facultativas

» Enterococcus faecalfATCC 29121)

» Escherichia col(ATCC 8739),
Bactéria aerobia

» Staphylococcus aureTCC 25923)

4.1.3 Meio de culturas (Apéndice II)

* Brain Heart Infusion (BHI) — Oxoid, Unipath LtdaaBingstoke, UK
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» Brain Heart Infusion Agar - Oxoid, Unipath Ltda, dd@gstoke, UK
« Muller-Hinton Agar (MHA) - Oxoid, Unipath Ltda, Bamstoke, UK
e Caldo Triptcaseina de Soja (TSB) - Oxoid, Unipatitiel. Basingstoke, UK

4.2 Métodos

4.2.1 Método de difusdo em agar

4.2.1.1 Preparacao do inGculo

A atividade antimicrobiana foi realizada atravésndeio de difusao radial em agar e
posterior leitura dos halos de inibicdo de cresnimemicrobiano, de acordo com a
metodologia descrita por Siqueira Jr; Gongalve8§),9Abdulkadeet al (1996), Weiset al.
(1996).

Os microrganismos foram, inicialmente, reativados ealdo Agar (BHI) e,
posterimente, subcultivados em placas de Agar Muklinton durante 18 a 24 h, a 37°C, em
estufa microbioldgica (Odontobras, Sdo Paulo/Byasil

Apds o crescimento em meio sélido, preparou-sespesisao microbiana a partir da
homogeneizacdo de uma colbnia em tubos contendd @ msolucdo salina 0,9% estéril.
Seguiu-se a agitacdo mecanica e a suspensdo ftadgu até atingir a concentracao

equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mc Farlaisdx(1G bactéria/ml).
4.2.1.2 Preparo do Agar

As placas com 60 X 15mm de diametro foram preparaden 21 ml de agar Mueller
Hinton, previamente esterilizados, conforme recatagéo do fabricante. Apds a
solidificagdo do agar, os microrganismos foram egpados conforme descri¢cdo abaixo.
4.2.1.3 Inoculacéo das bactérias

A suspensdo bacteriana, previamente padronizadabaol,5 x 18 ufc/ml (0,5 da

escala de MacFarland) (Figura 3a), foi inoculadager por meio de um Swab (Figura 3b). O

processo foi realizado dentro de uma camara de faminar (Veco, Campinas, Brasil), a fim
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de evitar a contaminagdo por outros microorganismesultar em falhas na pesquisa, e
aguardar a dispersdo do material no meio de culfugara 1).

Seguido este passo, com no maximo quinze minubogeccionaram-se orificios com
6 mm de diametro com auxilio de tubos de inox estfpara posteriormente acrescer 0s
cimentos a serem testados (Figura 3c).

Figura 1 - Camara de Fluxo Laminar.

4.2.1.4 Preparo dos cimentos

Os cimentos endodonticos (Figura 2), foram espadsleem placas de vidro com
espatulas de aco inoxidavel estéreis, de nimeroQg[imentos, tanto p6 e liquido, quanto
pasta/pasta foram manipulados conforme as recorp@esiao fabricante. Ap6s manipulacéo,
os cimentos foram inseridos dentro dos pogos camuxdio de uma seringa centrix (DFL,
Sao Cristovdo, Brasil) (Figura 3d), previamente irdestadas com alcool 70%, até
preenchimento total dos mesmos. Os testes fordima@as em triplicata (os cimentos foram
testados trés vezes frente a cada microorganismo).



Figura 2 - Cimentos utilizados para os testes de difusédo em ag
e contato direto em meio liquida) Cimento AH PIug & base de
resina ep6xicab) Acroseaf, a base de hidréxido de calcio)
Endofill®, & base de 6xido de zinco e eugem)lSealape% a
base de hidroxido de célcie) Endomethasone N & base de
6xido de zinco e eugenof) Sealer 28, a base de resina e
hidréxido de célcio
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Figura 3 - a) Escala de McFarland mostrando turbidez do migjansercdo das suspensdes microbianas na
superficie do 4gar Mueller Hinton) Confec¢éo dos poc¢os para posterior colocacao identos;d) insercao
dos cimentosg) Placas mostrando a analise dos halos de inibigitefa trés cimentos endodonticsPlaca
demonstrando o halo de inibicao do controle pasitfancomicina.
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4.2.1.5 Incubacgéo

ApoOs inoculagcdo dos cimentos, as placas foram dasxadurante 20 minutos,
conforme Weisgt al(1996), em temperatura ambiente, e, em seguidenfarenazenadas em

estufa microbioldgica a 8¢, durante 48 horas.

4.2.1.6 Leitura dos halos de inibicédo

Apos 48 horas de incubacéo, os halos das zonagdgio microbiana foram medidos
e corresponderam a menor distancia entre a supegkiterna do pogo e o inicio da regido de
crescimento microbiano (Figura 3e). Eles foramidfsr com o auxilio de um paquimetro

milimetrado (Mitutoyu, Santo Amaro, Sao Paulo).

4.2.2 Método de inibicdo em caldo

A fim de confirmar os resultados obtidos no tegaiflusdo em agar e devido alguns
cimentos serem mais solUveis que outros, foi redtizo teste de contato direto em meio
liguido, conforme Weisst al.,1996; Shalhaet al., 1997; Cobankarat al.,2004; Gome®t
al., 2004, Eldenizt al.,2006-a.

4.2.2.1 Preparo das suspensdes microbianas

Os in6culos foram preparados de acordo com a mleidaitada anteriormente.

Os organismos aerébios facultativos foram subadide em placas de agar Mueller
Hinton e incubados, por 24 horas, em estufa batbgica, a 37C. Apds crescimento em
meio solido, colbnias isoladas de aerdbios fadutiatforam suspensas em tubos, contendo 3
ml de solugdo salina a 0,9% estéril (Figura 4a)0sApgitacdo mecanica, a suspenséao foi
ajustada até atingir a concentracdo equivalentesal@ escala de Mc Farland (1,5 »® 10

bactéria/ml). O volume final da suspenséao foi ntlmém 3 ml.
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4.2.2.2 Preparo dos caldos ou meio liquido

Os tubos de ensaio foram previamente lavados eands em contato com alcool
70% para desinfeccdo. Em seguida foram voltadosst@rembocadura para baixo, a fim de
secar e, em seguida, acrescidos com 10 ml de Talutocaseina de Soja (TSB).

Os tubos foram tampados com algodao e esterilizandbautoclave durante 15 min.
(121° C).

4.2.2.3 Preparo dos cimentos

Os cimentos foram preparados de acordo com a metpdadescrita previamente.
Entretanto, para obtencdo do mesmo volume de aim@2ml) em todos os tubos, foram

utilizadas seringas de insulina de 1ml (estéreis).

4.2.2.4 Inoculacdo dos microorganismos

Cada tubo, contendo 10ml de caldo TSB, recebeuéseimo de 0,2ml de cimento e,
logo em seguida, o tubo recebeu o 10ul de inbpuéyiamente padronizado, 0,5 da escala de
MacFarland (Figura 4c). O cimento ficou em contdi@to com 0S microorganismos em
estufa bacterioldgica (Figura 4b) a°87 durante 48 horas. O procedimento foi realizado
respeitando as condicbes assépticas. Cada tesealiaado em duplicata (os cimentos foram

testados duas vezes frente a cada bactéria) dddtisiconforme descricdo da tabela abaixo.
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TABELA 1 - Ensaios para o teste de contato direto em meimbgdivididos conforme foi
realizado o experimento.

Teste Ensaios Namero de tubos  Total de
utilizados para cada tubos para

parte do experimento cada teste

m.o 1 Staphylococcus aureusCimento + caldo TSB 2 12
m.o 2 Escherichia coli+ Cimento + Caldo TSB 2 12
m.o 3 Enterococcus faecalis Cimento + Caldo TSB 2 12
m.o 4 Candida Albicans Cimento + Caldo TSB 2 12
C.P.M Antibiético testado frente a cada cepa + Caldo 2 8

TSB + Microorganismo
C.N Microorganismo + Caldo TSB 2 8

m.o - microrganismo; C.P.M - Controle psitivo do meio; C.N - Controle negativo.

4.2.2.5 Leitura e interpretacéo dos resultados

As leituras foram realizadas através de espectofetiia (Femto, Sdo Paulo/Brasil)
(Figura 4d) em dois momentos distintos, uma priankgiitura apos 24 horas e outra decorrido
48 horas do teste, a fim de avaliar o poder antohiano, por meio indireto da medida de
turbidez dos meios, pela alteracdo das absorbafiaiascdo do meio devido a crescimento
microbiano). Para isso, cada suspensado foi previemmisturada através de um aparelho
agitador, Vortex QL 901 (Biomixer, Sdo Paulo/Bra&il em seguida, retirou-se 3 ml das
mesmas, colocando-as no aparelho para leiturafekg@es foram realizadas por um Unico
operador previamente treinado para o procedimemto/aor da absorbancia foi mensurado
de cada ensaio.

Os controles de crescimento microbiano, bem coroontrole positivo (utilizando-se
antibiéticos padrdes) foram realizados em paral€ls.tubos contendo caldo TSB mais
in6culo foram avaliados para constatar que houverescimento microbiano. Os tubos
contendo caldo TSB mais cimento também foram atllis na pesquisa para confirmar a

manutenc¢do da cadeia asséptica durante a execog@amerimentos (Figura 4e).



Figura 4 - a) solu¢cbes salinas com os indculos microbianiestufa microbiolégica onde
foram armazenados os ensai@$.tubos contendo cimentos + meio liquido + microoigiao;
d) Espectofotdmetrog) meio estéril onde foi realizado todo o experimento
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4.3 Andlise estatistica

4.3.1 Hipoteses

Ho: Os niveis de eficiéncia da inibicdo das atividadasterianas ndo séo alterados
com as aplicacbes de cimentos e sdo iguais a refiaiédo efeito do controle:
My =y = Hy =y = Hs = -

Hi: Os niveis de eficiéncia da inibicdo das atividdueserianas sédo alterados com as
aplicacbes de cimentos, isto é, pelo menos dois@lopos sédo diferentes, incluindo o
controle.

Durante a aplicagcéo do teste ANOVA constatou-seagueariancias entre as amostras

eram desiguais, isto @< 005, ndo sendo aconselhavel a continuagdo do mesnssaDe

forma optou-se por aplicar um teste ndo-parametge® ndo exige a normalidade dos
tratamentos, sendo este o teste de Kruskal-Wpdis, as mesmas hipoteseseH, e o teste
de Student-Newman-Keuls, que substitui o testerdige de Variancia, para a determinacao
dos grupos com diferencas de médias significatif®<0,05) ou altamente significativas
(P<0,01).



5RESULTADOS
5.1 Teste de difusdo em Agar
5.1.1Escherichia coli

TABELA 2 - Medidas dos halos de inibicdo (em cm), dos cioeeandodontico&1 —
Endofftt G2 — Acroseaf; G3 —SealapeX; G4 — Sealer 28; G5 —
Endomethasoré®; G6 — AH Plus; G7 - Controle Positivo
(Clorafenicol) frente a bla@E. coli.

E. coli Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Halo 1 13 11 14 1,2 2,4 0,8 2,5
Halo 2 1,4 0,9 11 1,2 2,3 0,8 3
Halo 3 1,4 1 1.3 1,2 2,1 0 2,2

TABELA 3 - Médias em ordem decrescente da atividademigrobiana dos
cimentos endodonticos e controles frenke aoli.

E. coli MEDIA DESVIO PADRAO
Clorafenicol (Controle-positivo) 2,5667 0,4041
Endomethasone™ 2,2667 0,1528
Endofill® 1,3667 0,0577
SealapeX 1,2667 0,1528
Sealer 28 1,2000 0,0000
Acroseal 1,0000 0,1000
Ah Plus’ 0,5333 0,4619

Observando os resultados através do teste verfieoa existéncia de diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos Enddféi AH Plu§, Acrosedf e Endomethasone
N®, Sealer 28 e Clorafenicol, e variacdes altamente significiP<0,01) nos grupos
Acroseal e Clorafenicol, Endomethasone®Ne AH Plu§, AH Plus’ e Clorafenicol.
Entretanto, as variaveis das comparacdes entreemsisl grupos ndo se expuseram em
significancia (P>0,05). Nota-se, também, que osharek resultados foram apresentados

pelos cimentos Endomethasone &Endofilf®.
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5.1.2Staphyococcus aureus

TABELA 4 - Medidas dos halos de inibicdo (em cm), dos cioeeandodontico&1
Endofill®; G2 - Acroseal; G3 —SealapeX; G4 —Sealer 28; G5 —
EndomethasoneN®; G6 — AH Plus’; G7 — Controle Positivo
(Vancomicina) frente a baiet&. aureus.

S.aureus Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Halo 1 15 1,8 1,8 1,6 2,2 0,8 4
Halo 2 15 1,8 1,8 1,7 1,9 1 4,2
Halo 3 15 1,8 2 1,7 2 1

TABELA 5 — Médias em ordem decrescente da atividadieniarobiana dos
cimentos endodonticos e controles frent&aaureus

S. aureus MEDIA DESVIO PADRE
Vancomicina (controle-positivo 4,0667 0,1155
Endomethasone™ 2,0333 0,1528
SealapeX 1,8667 0,1155
Acroseal 1,8000 0,0000
Sealer 268 1,6667 0,0577
Endofill® 1,5000 0,0000
AH plus® 0,9333 0,1155

Neste caso, constatou-se a existéncia de difesesigaificativas (P<0,05) entre os
grupos Endofif e Endomethasone®\ Acrosea! e AH Plu$, Sealapek e AH PlU§, e
Sealer 28 e Vancomicina e variacdes altamente significat{a®,01) nos grupos Endofill
e Vancomicina, Endomethason& ® AH Plu§ e AH Plu$ e Vancomicina. Entretanto, as
variaveis das comparagfes entre os demais grupmss&dexpuseram em significancia
(P>0,05). Além disso, o cimento que apresentou ethores resultado foi também o
Endomethasone™
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5.1.3Candida albicans

TABELA 6 - Medidas dos halos de inibicdo (em cm), dos cioeeandodontico&1
Endofill®; G2 —Acroseal; G3 — SealapeX; G4 —Sealer 28; G5
- Endomethason&®, G6 — AH Plu$; G7 — Controle Positivo
(Ketoconazol) frente ao fundo. albicans.

C. albicans Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7

Halo 1 3 1,8 0 1,4 2,6 1 2,5
Halo 2 3 2,1 0 1.3 2,2 1,3 2,4
Halo 3 3 2,1 0 1,3 2,8 1,2 3

TABELA 7 — Médias em ordem decrescente da atividadémicrobiana dos
cimentos endodonticos e beas frente &. albicans.

C. albicans MEDIA DESVIO PADRAO
Endofill® 3,000 0.0000
Ketoconazol (controle-positivo) 2,633 0.3215
Endomethasone™N 2,533 0.3055
Acroseal 2,000 0.1732
Sealer 28 1,667 0.1528
Ah Plu$ 1,333 0.0577
SealapeX 0,000 0.0000

As diferencgas significativas (P<0,05) existentestedeste grupo foram entre os
cimentos Endofift e Sealer 28 Endomethasone®™e AH Plu$ e AH PIu$ e Ketoconazol,
e variacbes altamente significativas (P<0,01) formcontradas nos grupos Enddfike
SealapeX, Endofil® e AH Plu§, SealapeX e Endomethasone ®Ne Sealapek e
Ketoconazol. Nota-se dentro dos resultados frentevadura que o cimento Endofill
apresentou os melhores resultados, seguido do gcoptrole e posteriormente pelo

Endomethasone N ndo havendo diferencas significativas entre @séesmateriais (P>0,05).
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5.1.4Enterococcus faecalis

TABELA 8 - Medidas dos halos de inibicdo (em cm), doseatos endodonticos
G1 Endofill®; G2 — Acroseal; G3 — SealapeX; G4 —Sealer 28;
G5 Endomethason&®; G6 —AH Plus’; G7 —Controle Positivo
(Ampicilina), frente a bactérig. faecalis.

E. faecalis Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Halo 1 11 11 1,5 1,1 2,1 1,5 2
Halo 2 0,9 1,2 1,3 1,2 2,1 1,3 2,1
Halo 3 1.3 1,2 1,5 1,1 2,2 1,3 19

TABELA 9 - Médias em ordem decrescente da atividade antimamaltlos cimentos
endoddbnticos e controles frent& afaecalis.

E. faecalis MEDIA ARITMETICA DESVIO PADRAO
EndomethasoneN 2,1333 0,0577
Ampicilina (Controle-positivo) 2,0000 0,1000
SealapeX 1,4333 0,1155
Ah Plug’ 1,3667 0,1155
Acroseal 1,1667 0,0577
Sealer 28 1,1333 0,0577
Endofill® 1,1000 0,2000

Observando os resultados das tabelas 8 e 9 constata existéncia de diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos Enddfik Sealapék e variacdes altamente
significativas (P<0,01) nos grupos End&fik Endomethasone®™ Endofill® e Ampicilina,
Acroseal e Endomethasone®™ Acroseal e Ampicilina, Sealapée Endomethasone®N
SealapeX e Ampicilina, Sealer 26 e Endomethasone ®N Sealer 28 e Ampicilina,
Endomethasone Ne AH Plu§ e AH Plu§ e Ampicilina. Neste caso, o cimento
Endomethasone N 'mais uma vez demonstrou os melhores resultadoslosque sua
atividade antimicrobiana foi melhor que o contrptssitivo (Ampicilina), ndo demonstrando

diferencas significativas entre os mesmos (P>0,05).
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5.2 Contato Direto em Meio Liquido

5.2.1Staphylococcus aureus

TABELA 10 - Medidas dos graus de absorbancia analisadosgestefotdmetro, dos
cimentos endodorgied -Endofill®; G2 - Acroseal; G3— SealapeX;
G4 Sealer 28; G5 — Endomethason®®; G6 — AH Plus’”; G7 —
Controle positif'ancomicina) G8 —controle negativo (bactéria),

frenteSaaureus.
S.aureus| G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
24 horas| 0,114 1,118 0,721 1,276 0,024 1,215 0,011,469
24 horas| 0,108 1,066 0,789 1,26 0,014 1,208 0,p184561
48 horas| 0,197 1,118 0996 1,322 0,047 1,338 0,124,721
48 horas| 0,1966 1,066 0,956 1,485 0,0p4 1,284 0,097,65

TABELA 11 - Médias em ordem crescente da atividade antimionabd®s cimentos
endoddnticos e controles frent& aureus.

S.aureus MEDIA DESVIO PADRAO
Controle negativo (bactéria) 1,4125 0,4973
Sealer 268 1,0650 0,1300
Acroseal 1,0000 0,0000
AH Plus® 1,0000 0,0000
SealapeX 0,8655 0,1316
Endofill® 0,1539 0,0496
Vancomicina (controle-disco) 0,0625 0,0566
Endomethasone™ 0,0348 0,0189

No teste de contato direto frente a bact&taphylococcus aureusonstatou-se a
existéncia de diferencas significativas (P<0,05)reeros grupos Endoffll e Acrosed,
Endofill® e Sealer 28 Endofill® e AH Plu§, Endofill® e S.aureuse Sealer Z6e S. aureus
variacbes altamente significativas nos grupos Amfise Endomethasone® Acroseal e
Vancomicin&, Sealer 28 e Endomethasone®™ Sealer 28 e Vancomicina, Endomehasone
N® e AH Plu§, Endomethasone™e S. aureusAH Plug’ e Vancomicina e Vancomicina e

S. aureusMais uma vez os cimentos a base de 6xido de &neogenol apresentaram 0s
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melhores resultados, sem niveis de significandetieica quando comparados com o grupo

controle-positivo, Vancomicina.

5.2.2Candida albicans

TABELA 12 - Medidas dos graus de absorbancia analisadosgestefotdmetro, dos
cimentos endoddnticd1 - Endofill®; G2-Acroseal; G3 -SealapeX;
G4 -Sealer 28; G5—Endomethason®&® G6 —AH Plus; G7 -

Controle positivo (Kebnazol) G8 — controle negativo (Fungo),

frente@ albicans.

Candida albicang G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
24 horas 0,018 0,242 0,445 0,712 0,012 0/04 002391 0
24 horas 0,02 0,312 0,401 0,841 oO,007 0,011 0)02871 0
48 horas 0,084 0,662 0,907 1,092 0,057 0,052 0/102,1
48 horas 0,034 0,706 0,908 0,856 0,092 0,048 0,09 1

TABELA 13 - Médias em ordem crescente da atividade antimianabidos cimentos
endodonticos e controles frent€aalbicans.

Candida albicans MEDIA DESVIO PADRAO
Controle negativo(. albicang 0,9300 0,1659
Sealer 28 0,8753 0,1583
SealapeX 0,6653 0,2803
Acroseal 0,4805 0,2374
Ketoconazol (controle-disco) 0,0608 0,0410
Endomethasone™ 0,0445 0,0375
Endofill® 0,0390 0,0308
AH Plus® 0,0378 0,0185

Dentro dos testes realizados, constata-se a esigtée diferencas significativas entre

os grupos Endofifl e Sealape% Sealape% e Endomethasone®™\ Sealape%k e AH Plu§ e

Sealer 28 e Ketoconazol e variacdes altamente significativas grupos Endofflle Sealer

26°, Endofill® e Candida albicansSealer 26 e Endomethasone® Endomethasone Ne

Candida albicans AH Plu® e Candida albicanse Ketoconazol eCandida albicans Os
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cimentos Endomethasone®NEndofill® e AH Plug, tiveram os menores niveis de
absorbancia, sem diferenca significativa com o gegntrole positivo (Ketoconazol).

5.2.3Enterococcus faecalis

TABELA 14 - Medidas dos graus de absorbancia analisadosgestefotdmetro, dos
cimentos endoddnticd1 - Endofill®; G2-Acroseaf; G3-SealapeX;
G4 Sealer 28; G5 — Endomethasoni®; G6 —AH Plus®; G7 —
Controle positivo (Amjtiica); G8 —controle negativo (bactérias),
frentefa faecalis.

E. faecalis Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
24 horas 0,0210,267| 0,083 0,75 0,027 0,1%2 0 0.963
24 horas 0,01 0,386 0,082 0,745 0,02 0/15 0 1
48 horas 0,10B0,267| 0,091 0,833 0,251 0,632 0,211 1
48 horas 0,1010,403| 0,201 0,821 0,2% O0,6pb 0,24 1

TABELA 15 - Médias em ordem crescente da atividade antimicnahi®s cimentos
endodonticos e controlés faecalis.

E. faecalis MEDIA DESVIO PADRAO

Controle negativo (bactéria) 0,9908 0,0185
Sealer 28 0,7873 0,0462

AH Plus® 0,3960 0,2830
Acroseal 0,3308 0,0739
Endomethasone™ 0,1370 0,1311
SealapeX 0,1143 0,0580
Ampicilina(controle positivo) 0,1128 0,1307
Endofill® 0,0588 0,0501

Frente a bactérig. faecalisno teste de contato direto em meio liquido, cdasta a
existéncia de diferencas significativas entre asas Endofilf e Acrosedl, SealapeX e
Sealer 28 e Sealer 26e Endomethasone®\e variacdes altamente significativas nos grupos
Endofill® e Sealer 28 Endofill® e E.faecali§, SealapeX e E.faecalis Sealer 28 e

Ampicilina, Endomethasone™e E.faecalise Ampicilina eE.faecalis O cimento Endofift
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foi 0 que apresentou melhores resultados, ndo denaodo diferencas significativas em
relacdo ao controle positivo Ampicilina, Sealapexendomethasone®N

5.2.4Escherichia coli

TABELA 16 - Medidas dos graus de absorbancia analisadespettofotdmetro, dos
cimentos endoddnticdd1 —-Endofill®; G2 -Acroseal; G3— Sealape%:
G4 Sealer 28; G5 — Endomethason®®; G6 —AH Plus’; G7 —
Controle positivo (Clorafenicql)G8 — controle negativo (bactéria),
frente akE. coli.

E.coli Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
24 horas 0,183 0,513 0,356 0,801 0,019 0)66 0 1,268
24 horas 0,238 0,55 0,128 0,812 0,011 0,613 0 1,01
8
5

A2

48 horas 0,41 0,759 0,40 0,815 0,384 0,631 0,18 9070,
48 horas 0,367 0,679 0,21 0,8‘9 O,3|87 0,65 0,21 7 0,6

TABELA 17 - Médias em ordem crescente da atividade antimianabilos cimentos
endodobnticos e controles frent& acoli.

E. coli MEDIA DESVIO PADRAO
Controle negativo (bactéria) 0,9638 0,2478
Sealer 28 0,8295 0,0408
AH Plus® 0,6385 0,0208
Acroseal 0,6268 0,1128
Endofill® 0,2995 0,1066
SealapeX 0,2768 0,1284
Endomethasone™N 0,2003 0,2139
Clorafenicol (Controle positivo 0,0975 0,1132

Nos testes estatisticos realizados constata-sst@meia de diferengas significativas
entre os grupos Endofille Sealer 28, Acroseaf e Clorafenicol e AH Plfse Clorafenicol e
variaces altamente significativas nos grupos Hihoé E.coli, SealapeX e Sealer 7%
SealapeX e E.coli, Sealer 28 e Endomethasone ®\ Sealer 28 e Clorafenicol,
Endomethasone Ne E.coli e Clorafenicol eE.coli. Nota-se que o Endomethason& N
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apresentou melhores resultados ndo demonstranderemfis significativas quando
comparado com o controle positivo Clorafenicol.

Foi observado, que dentro dos testes do métodordato direto em meio liquido, o
cimento Sealer Z6foi 0 que apresentou maiores graus de absorvateiapnstrando baixa

atividade antimicrobiana.



6 DISCUSSAO

A obturacdo do sistema de canais radiculares étimalletapa do tratamento
endodontico, sendo considerada de extrema valis, @eterminard o éxito ou nao do
tratamento. A maior parte dos insucessos da teesygiaddntica esta intimamente relacionada
com falhas na obturacéo, pois nem sempre o matdsiatador se adere adequadamente as
paredes dentinarias, podendo resultar em espag@s @ interior dos canais e subsequliente
recontaminacdo dos mesmos devido a microorganisques escaparam da acédo da
instrumentacdo, solugdes irrigadoras e medicactacanal. A acdo antimicrobiana dos
cimentos obturadores € de extrema importancia, ygs complementar e diminuir os riscos
de insucessos endododnticos (CRé&tAl, 2001; COBANKARAet al, 2003; GOMESet al.,
2004; MIYAGAK et al, 2006; ESTRELAet al., 2007; LEONARDO, 2008; SLUTZKY-
GOLDBERGet al, 2008; LEONARDIet al., 2009).

O método de difusdo em agar tornou-se um dos metadhis utilizados para
analisar a atividade antimicrobiana de substanemmpregadas na terapia endodontica,
conforme trabalhos de Siqueira Jr; Gongalves (1 9®6Julkaderet al. (1996); Siqueira Jet
al. (2000); Laiet al (2001); Cruzet al. (2001); Mickelet al (2003); Bodrumlu; Semiz
(2006); Hoelsheet al. (2006); Miyagaket al. (2006); Tanomaru-Filhet al. (2007); Kopper
et al. (2007); Mendoncat al. (2008); Tanomaret al. (2008); Yasudat al. (2008); Leonardi
et al. (2009). Por ser um meio sélido e permitir a solw@&wia e 0 crescimento dos
microorganismos, foi utilizado o meio de culturaagvueller-Hinton, semelhante aos
trabalhos de Siqueira Jr; Gongalves (1996); Grual. (2001); Bodrumlu; Semiz (2006);
Tanomaru-Filhoet al. (2007); Tanomaret al. (2008); Leonardet al. (2009). Esse método
permite a avaliacdo do poder antimicrobiano derdosemateriais, e por isso foi utilizado na
pesquisa. Porém, apesar da importancia da composjgémica de um cimento e da
consolidagdo cientifica do método de estudo utlhizao emprego do mesmo torna-se
duvidoso pelo fato deste ndo depender somentextadimde de determinado cimento frente a
bactéria, mas também da alta influéncia que aibifitade do material possui para adentrar
ao meio de cultura. Sendo assim, o material comomeapacidade de difusdo ira,
provavelmente, ocasionar maiores halos de inibgapor conseguinte, podem ocasionar
falsos resultados (ORSTAVIK 1981; WEI®$ al., 1996; SHALHAV et al, 1997; FUSSet
al., 1997; KAPLAN et al., 1999; COBANKARA et al., 2004; GOMESet al., 2004;

ELDENIZ et al., 2006-a). Além disso, existem outras limitacdes duterferem nesta
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metodologia como a falta de padronizacdo da pesquiscosidade do agar e tamanho e
namero de microorganismos em cada placa @tAdl, 2001).

Neste experimento os cimentos foram inseridos le@sap de agar e deixados dentro
da camara de fluxo laminar durante 15 minutos enpégatura ambiente para dispersao do
material no meio de cultura. Apds este periodonfioirecubados em estufa bacterioldgica, a
37°C, e em 48 horas foram realizadas as leituras aos ke inibicdo semelhante ao realizado
no trabalho de Koppeet al. (2007). Para a padronizacdo do numero de colGmhiss
microorganismos inoculados, foi utilizada a esciaMcFarland semelhante a utilizada nos
trabalhos de Cruet al (2001); Miyagaket al. (2006); Koppetrt al. (2007); Leonardet al.
(2009).

O teste de contato direto utilizado neste estuddodseado na leitura do grau de
absorbancia avaliado no espectofotbmetro, ondeéatrda turbidez do meio se determina o
nivel de crescimento microbiano. Quanto maior abiti®z, menor a capacidade
antimicrobiana do cimento endodontico. Esta metuglalé adaptada dos trabalhos de Weiss
et al. (1996) e Shalhagt al.(1997).

O teste de contato direto propicia o contato eatraicroorganismo e o material
testado, independente das propriedades de difus@waterial e do meio, o que acaba sendo
uma vantagem em relacdo a metodologia citada antegnte (WEISSet al., 1996). Neste
estudo foi realizado o teste imediatamente apdsnateriais serem espatulados, sendo
necessario um experimento adicional de contatdodesn meio liquido medindo o grau de
absorbancia através de curvas de crescimento naombkestando os materiais em tempos de
espatulacdes diferentes para se analisar a caga@démicrobiana a longo prazo.

A bactéria Enterococcus faecali® classificada como gram positiva anaerdbia
facultativa e € freqlentemente encontrada em ca$®s insucessos endodonticos
(MOLANDER et al., 1998; PINHEIRCet al.,2003; ROCASet al.,2004; FERRAREt al.,
2005; JOHNSONMet al.,2006; PARADELAet al.,2007; BEATRICEet al.,2008; PIRANIet
al., 2008). E considerado um microorganismo resisterteterminados agentes microbianos,
incluindo a medicacdo intracanal a base de hidodxdd calcio, como comprovado no
trabalho de Turlet al. em 2009, permanecendo no interior do canal raalicatesmo apos
preparo biomecanico (LEONARDdt al., 2009) e sobrevivendo sem nutricdo por longos
periodos de tempo dentro dos tubulos dentinari@&@E_EY et al., 2005; TURK et al.,
2009).

Apesar de ndo ser muito comum na cavidade bucdlacdéria gram negativa

facultativaEscherichia colipode estar presente em individuos mais velhos inicarnente
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comprometidos (MOLANDERet al., 1998; LEONARDI et al., 2009). S. aureusé um
microorganismo gram positivo, comumente encontexdgoele, mas juntamente cdn coli
tem sido amplamente utilizado em testes de antiing, ambos sdo considerados como
controle para esse tipo de teste pela Agéncia Nakde Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

O fungoCandida albicandoi isolado em culturas puras provenientes decgdes
dos canais radiculares, indicando que é um patéganontrado na maioria dos casos em
periodontites apicais (MOLANDERt al., 1998; PINHEIROet al, 2003; FERRARIet al.,
2005). Deste modo, foi concluido que existe umardidade ecoldgica e fisioldégica de
microorganismos encontrados na cavidade bucal, eopgssibilitou a escolha dos quatro
microorganismos apresentados anteriormente.

Por meio da analise dos resultados desta pestpiipassivel observar que, no teste
de difusdo em &agar, o cimento que melhor apresecapacidade antimicrobiana foi o
Endomethasone W contra as bactéria&. coli, E. faecalise S. aureusconcordando com
trabalho de Gomest al em 2004, onde o0 autor testou esta metodologiac@ntato direto
entre material e microorganismo, demonstrando empaxtibacteriano dos cimentos a base de
6xido de zinco e eugenol. O cimento EndBfilemonstrou alta atividade antimicrobiana
contraE. coli e 6tima atividade contra a leved@aalbicans no altimo, superando o controle
positivo (Ketoconazol). Esses resultados corrobaram o trabalho de Leonaret al. (2009)
onde, também, pode-se observar a alta capacidad@toial contra as bactéri8s aureuse
E. faecalis

Notou-se que no teste de difusdo em &gar, o cineatapeX teve alta capacidade
antimicrobiana contré&s. aureuse relativa atividade contra B. coli e do E. faecalise
nenhuma atividade contfa albicans discordando do trabalho de ledial (2009) e Siqueira
Jr; Goncgalves (1996), onde contra a bact&iaaureusesse cimento apresentou baixa
atividade A auséncia de atividade contra o fur@oalbicansvem discordar da pesquisa de
Yassudaet al (2008) onde o material apresentou a capacidatiemiarobiana. O cimento
obturador Acrosed| também & base de hidréxido de célcio, apresemiativa capacidade
antimicrobiana contra 0s quatro microorganismosgmosem nenhuma significancia maior.
No trabalho de Leonardit al (2009) o Acrose&lndo apresentou nenhuma atividade contra
as bactéria€. coli e E. faecalis O baixo poder antimicrobiano desse material psele
resultado da baixa capacidade de dissolubilidadéates hidroxila (TURKet al.,2009).

O cimento resinoso & base de hidréxido de calaale® 26, apresentou atividade
antimicrobiana contra as bactéris faecalis E. coli, S. aureug a levedura. albicans,

concordando com o trabalho de Tanomaru-Fitaal. (2007), onde por meio da mesma
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resultados foram medianos. J& o cimento AHPamsesentou baixa atividade antimicrobiana
contra as bactérids. coli e S. aureyddiscordando dos trabalhos de Goreesl (2004) e
Miyagak et al. (2006), onde o material apresentou alta atividamdra as bactérias. O baixo
poder inibidor de microrganismos observado nosltasos deste estudo pode ser explicado
pelo fato desse cimento nao possuir componentes atim poder antimicrobiano
(LEONARDI et al.,2009).

No teste de contato direto, os cimentos foramdestaos periodos de 24 e 48 horas,
diferentemente de todos os trabalhos revistos teaatiura segundo Weisst al, 1996;
Shalhavet al.,1997; Fus®t al.,1997; Kaplaret al.,1999; Cobankarat al.,2004; Gomegt
al., 2004; Eldenizet al., 2006a; Slutzky-Goldbergt al., 2008; Zhanget al., 2009), onde
foram realizados testes de contato direto medirglgraus de absorbancia em diferentes
tempos formando curvas de inibicdo de crescimentionecrobiano. No presente trabalho o
intuito foi verificar a atividade antimicrobianaratés de teste de contato direto somente no
tempo imediatamente apds espatulacdo dos cimentpge proporcionou uma adaptacao das
metodologias empregadas pelos trabalhos citadpsssibilitando deste modo a comparacéo
dos resultados.

O cimento Sealer 6foi 0 que apresentou maior grau de absorbanciaatodas
as bactérias testadas, demonstrando seu baixo qutiteicrobiano diante dessa metodologia.
O cimento Acrose8ldemonstrou baixa capacidade antimicrobiana e @S®& demonstrou
capacidade moderada de acdo. Esse fato pode skradmpdevido aos ions hidroxila,
provenientes dos cimentos a base de hidroxido d@c@ossuirem baixa capacidade de se
dissolubilizarem ao meio (MICKEEt al.,2003). Um importante requisito para um material
dentario utilizado em tratamentos permanentes @ésigténcia a solubilidade e degradacao
guando exposto a um ambiente por um tempo prolan@aE&ISSet al., 1996).

Os cimentos Endomethason& N Endofill® foram os que apresentaram melhores
resultados dentro do teste de contato direto, sefetivos contra todos 0s microorganismos
empregados, ndo resultando em diferencas sigivBisaem comparacdo com os controles
positivos utilizados. Nota-se, também, que essésriag obtiveram resultados melhores que
0s controles positivos dé. albicans S. aureuse E. faecalis,demonstrando a alta eficacia
contra os microorganismos citados. O fato podeesplicado pela presenca do eugenol na
composicdo dos mesmos, pois esse componente tempa@idade de coagular proteinas
(FUSSet al, 1997; KAPLANet al.,1999; CRUZet al., 2001). Além disso, Siqueiret al.

(2010) explicaram essa acgao pelo fato dos doisntoe@presentarem o zinco na composicgao,
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que por ser um metal pesado, em altas concentrapods desestabilizar a parede da
membrana bacteriana, assim, fazendo com que axztsmda mesma.

O Endomethasone ™Né um cimento que foi desenvolvido através da riuadiio
dos componentes do EndomethaSon&la composicdo antiga havia a presenca de
paraformaldeido, um potente antimicrobiano que digredemasiadamente os tecidos
periapicais quando extravasado. O alto poder arrimiano do Endomethasoné Nugere
que o paraformaldeido ndo melhora a capacidadmiantbiana contra as cepas testadas. A
auséncia deste agente segue a tendéncia mundiakndever substancias toxicas da
composicao de materiais biologicos (GOM&ESI.,2004).

O presente estudo testou a atividade antimicrohbi@nseis cimentos endodonticos
contra microorganismos considerados comuns e eagist nas infeccdes endodonticas.
Portanto, o cimento efetivo contra as cepas tesigo@vavelmente sera eficiente contra
outros tipos de microorganismos que também podena wer encontrados no sistema de
canais radiculares. A incorporagdo de componentégniarobianos na composicao de
cimentos endodonticos pode tornar-se um fator egdema prevencdo da recontaminacgao e
controle microbiano. Os estudos da atividade antwbiana dos cimentosn vitro
proporcionam aos cirurgides dentistas informac@ééscionadas a qualidade e propriedades
desses materiais.

Ao considerar a literatura cientifica, é possiva@istatar que ha um grande namero
de pesquisas realizadas para avaliar a atividatimiarobiana de cimentos obturadores de
canais radiculares. Porém, os trabalhos encontrampsegam diversos metodos de estudo,
cimentos com diferentes composi¢cdes e microorgargsvariados, o que pode levar a uma

dificuldade de compreender a real agdo antimicnzbdios materiais testados.



7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e nas condicOesientais utilizadas podemos
concluir que a atividade antimicrobiana de cadaeotm depende da vulnerabilidade do

microorganismo envolvido.

Em relacdo ao método de difusdo em agar:
v' Todos os cimentos endoddnticos tiveram acdo antilm@na frente a algum
microorganismo;
v O cimento Sealap&xndo demonstrou nenhuma atividade antimicrobiana
frente a levedur@€andida albicans
v' Os cimentos que apresentaram melhores resultatics@obianos foram os

a base de 6xido de zinco e eugenol, destacand@&sdamethasone™

Em relacdo ao método de contato direto:

v Os cimentos Endofffl e Endomethasone®\foram os mais eficazes contra
todos os microorganismos testados, ndo havendredde estatistica entre eles em nenhum
dos testes;

v O cimento Sealer 26foi 0 que apresentou menor atividade antimicradian
frente as trés bactérias e a levedura testada,;

v" Os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenahfosmque apresentaram
maiores atividades antimicrobianas frente aos rorganismos testados, destacando-se o
Endomethasone Nque em certos momentos obteve maior poder antbiano do que os

controles positivos.
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ANEXO 1

Universida d Federal de Mato Grosso do Sul
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS

Carta de Aprovagdo

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1331 do
Pesquisador Pedro Gregol da Silva intitulado “Avaliacdo da habilidade seladora frente
a infiltragcdo microbiana em diferentes técnicas de obturacdo dos canais radiculares”, foi
revisado por este comité e aprovado em reunido ordindria no dia 27 de novembro de

2008, encontrando-se de acordo com as resolugées normativas do Ministério da Saiide.

Campo Grande, 28 de novembro de 2008.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
http://www.propp.ufms bribioetica/cep/

bigetica@propp.ufms.br

fone 0XX67 345-7187
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APENDICE 1

ESPECIFICACAO DOS CIMENTOS OBTURADORES

UTILIZADOS NO EXPERIMENTO.

NOME FABRICANTE COMPOSICAO
ENDOFILL® Dentsply — DeTrey CmbH D-P6
78467 Konstanz - Suica Protoxido de zinco................. 40,59

Resina hidrogenada.................. 25,0
Subcarbonato de bismuto......... 16,0
Sulfato de bario .........cccceeeenn.. 15,0
Borato de sddio anidro............... 0,5
Liquido
Eugenol........cccooevveiiiiiiiiiiiiiiiis 5ml
Oleo de améndoas doces........... 1mi

ENDOMETHASONE Specialites Septodont-FrancaPé

N® Oxido de zinco.................. 417,0mg
Dexametasona...........c........... 0,1mg
Acetato de hidrocortisona...10,0mg
Di-iodocortimol................ 250,0mg
Paraformaldeido.................. 22,0mg
Oxido de chumbo................ 50,0mg
Sulfato de bario g.s.p............... 1,09
Estearato de magnésio g.s.p.....1,0g
Subnitrato de bismuto g.s.p......1,09
Liquido
Eugenol

SEALER 26 Dentsply, Industria eP6

comércio Ltda., Brasil Hidréxido de célcio

Oxido de bismuto
Hexametileno tetramina
Di6xido de titanio
Resina
Eter de bisfenol A diglicidil

AH-PLUS”® Dentsply — DeTrey CmbH D-Pasta A

78467 Konstanz - Suica Resina epodxica
Tungstato de calico
Oxido de zirconio
Aerosil
Oxido de ferro......ccoueeveeeenenenn.. 4Aml
Pasta B
Amina adamantana
N,N -Dibencil-5-oxanomano-
diamina-1,9
TCD-Diamina
Tungsténio de célcio
Oxido de zirconio
Aerosil
Oleo de silicone .........cocceeven... 4ml
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ACROSEAL® Specialites Septodont-FrangaPasta Base
Enoxolona
Metenamina
Excipiente radiopaco
Pasta Catalisadora
Hidroxido de calcio
DGEBA
Excipiente radiopaco

SEALAPEX® Kerr/SybronEndo — USA Pasta Base
Oxido de calcio
Oxido de zinco
Composto a base de sulfonamida
Silica
Pasta Catalisadora
Resina polimetileno metilsalicilato
Di6xido de Titanio
Silica
Salicilato de isobutila
Pigmentos
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APENDICE 2
MEIOS DE CULTURA

2.1 Brain Heart Infusion Broth (BHI) — Caldo Infusdo Ceérebro-Coracdo (Oxoid,
Unipath Ltd, Basingstoke, UK — CM 225)

2.1.1 Descricéao:

Meio de infusao isotdnico rico com triptose (umiatara de carne e peptones do leite)
promovendo uma ampla gama de substratos. Uma doac&m baixa de glicose € utilizada
para estimular crescimento precoce. O meio é dgente tamponado para impedir a morte
rapida de algumas espécies devido a producdo de. &imeio € adequado para uso como
meio de cultura para sangue ou como um caldo esvido para organismos fastidiosos.

2.1.2 método para reconstituicao:

Dispensar 18,5g do p6 em 500ml de agua deoniZzadaspensdo deve ser mantida
em repouso por 10mm e depois dissolvida sob ageatirbrando antes de ser distribuida
em tubos ou frascos. E esterelizada por autoclavage121°C por 15 minutos. O
superaquecimento ira causar caramelizacao e esoergo do meio.

2.1.3 Aparéncia:

Amarela clara (sem adicao do sangue).
2.1.4 Armazenagem do meio preparado:

Frascos com tampa: até 3 meses a 15-20°C no escuro
2.1.5 Inoculagao (como meio de cultura para sangue)

Usar um volume minimo de 50ml de meio e adiciansangue numa diluicdo de 1:10

a 1:20. Usar em conjunto com um meio de culturerieco (ex. Fastidious Anaerobe
Médium — CL 70-1).
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2.1.6 Incubacéo:

37°C aerobicamente de 7 a 15 dias.

2.1.7 Interpretagao de crescimento microbiano:

Observar diariamente as subculturas (1, 2, 315 dias) ou imediatamente apds haver

sinal de crescimento microbiano.

2.1.8 Férmula:

Infusdo de solidos de CErebro-Coragao...........cccvvvvvreriiiiiiiiiiiiiieee e, 17,549/l
(o] (To ST o1=T o] (o] o F= VPP PPPPPTRR PR 10,0g/I
€ [ox 01 SRR 2,04/
(04 (o] 123 (o o {80 Lo Lo T 5,0 g/l
0] = 1 (0 I 0 5o To | o PR 2,59/l
pH: 7,4+ 0,2

2.2 Brain Heart Infusion Agar (BHIA) — Agar Infusdo Cérebro-Corac¢do (Oxoid,
Unipath Ltd, Basingstoke, UK — CM 375)

2.2.1 Descricéao:

Agar base para todos 0s usos.

Este meio foi desenvolvido inicialmente para daseento de patégenos orais. Com o
acréscimo de 5% de sangue desfibrinado, o meioifp&ra crescimento de uma variedade
ampla de organismos fastidiosos. O fosfato tampmnpermite neutralizar os &cidos
produzidos pela utilizacdo da glicose e entdo maateviabilidade. Este meio ndo é
recomendado para a determinagéo de reacdes heawtr conter glicose.



2.2.2 Métodos para reconstituicao:

Dispensar 23,5g do p6 em 500 ml de agua em 5@ rafua deonizada. A suspensao

deve ser mantida em repouso por 10 mm e depomdagiE esterilizada por autoclavagem a

121°C por 15 mm e resfriada a 47°C antes de gebdisla nas placas de petri.

2.2.3 Aparéncia:

Amarela clara (sem adicao de sangue)

2.2.4 Armazenagem do meio preparado:

Placas: até 7 dias a 4°C no escuro.
Frascos com tampa: até 3 meses a 15-20°C no escuro

2.2.5 Inoculagéo:

Em superficie, plagueando para obter coloniasspura

2.2.6 Incubacéo:

Tempo e temperatura favoravel aos microrganismos.

2.2.7 Caracteristicas de crescimento:

Colbnias brancas / transparentes em meio semeangu

2.2.7.1 Caracteristicas de crescimento (com sasggféorinado)

Organismos Tamanho da Forma & Superficie
Colbnia (mm)
S. aureus 1,0-15 CV..B. Branca/dourada
S. milleri PG-0,1 CV..B. Transparente/branca
E. faecalis 1,0-1,25 CV..B. Cinza/esverdeada
S. pneumoniae 05-1,0 A. .B. Cinza/esverdeada

A — achatadaB — brilhante;CV — convexa] — inteira; PG - pontiaguda
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2.2.8 Formula

Infusdo de solidos de Cerebro-coragao..........cccevvvrviiiiiiiiiiiiiiiiee e eeeeeeeeeeeaeed .17,5g/L
ProtE0SE PEPIONA.....eui ittt er e e et 10,0 g/L
(€1 ox 01 = TS T 2,09/L
ClOreto de SOUIO......uuuuiiiiiiiiiiiiiiii ittt e e e e e annes 5,0 g/L
0] = 10 I 15T Lo o TSP 2,5g/L
o T L o T 10,0 g/L
pH: 7,4 +0,2

2.3 Mueller-Hinton Agar (MHA) - (Oxoid, Unipath Ltd , Basingstoke, UK — CM 337)

2.3.2 Descrigéao:

Meio para testes de sensibilidade antimicrobiamdecose utilizar todas as técnicas
estandardizadas reconhecidas internacionalment®,cpan exemplo o método de difusédo
usando discos ou pocos. Este meio, usado na tédeicBauer-Kirby, foi adotado pelo
“National Committee for Clinical Laboratory Standtsi” (NCCLS) nos EUA como um meio
ideal para teste de suscetibilidade. O meio tem pegaena quantidade de timina e timidina,
permitindo seu uso nos testes de trimetropim ensuftda para assegurar 0s tamanhos
corretos dos halos de inibicdo obtidos pelos attdnis aminoglicosideos e tetraciclina. Foi
originalmente formulado como um meio para isolamede espécies patogénicas de

Neisseria
2.3.2 Método para reconstituicao:

Dispensar 19,0g do p6 em 500mL de agua deonizadaspensdo deve ser mantida
em repouso por 10 mm e depois agita. E esterelzadautoclavagem a 121°C por 15 mm e
refisada a 47°C. Misturar bem e distribuir nas gdade Petri.

2.3.3 Aparéncia:

Amarela clara (sem sangue)



2.3.4 Armazenagem do meio preparado:

Placas: até 7 dias a 4°C no escuro.

2.3.5 Inoculagéao:

Em superficie, de acordo com o NCCLS.

2.3.6 Incubacéo

37°C aerobicamente por 16-18 h

2.3.7 Férmula
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Carne de vaca, de infusdo desidratada......ccceeeeneeeeeeeee e

HidroliSado A€ CaASEINA. .. .. e e e

AGAT NO. L. et e r e e e s
LONS CAICIO. ..o e e ettt e et e e e e e e

[ONS MAGNESIO.......ecveieeeee it seemeeme et e sttt ettt e e seeneereaneas

.300,0 g/L
17,5 g/L
1,5g/L

17,0 g/L
50-100mg/L
20-35mg/L

pH: 7,4 £ 0,2



MEDIDAS REALIZADAS COM OS CIMENTOS NOS MEIOS DE

APENDICE 3

CULTURA (CALDO TSB) COMO CONTROLE POSITIVO
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TABELA 3.1 — Medidas dos cimentos no meio de cultura TSB atilas como controle

positivo.
Cimentos Valores
1.Endofill 0,049
2.Acroseal 0,048
3.Sealapex 0,259
4.Sealer 26 0,053
5.Endomethasone N 0,055
6.AH plus 0,048




