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INTRODUGAO

A presenca de microrganismos no sistema de canais radiculares é o que determina o inicio e a
persisténcia de lesbes periapicais inflamatoérias (Kakehashi et al., 1965). Dessa forma, muitos estudos
tém sido conduzidos com o objetivo de identificar os componentes desta comunidade nos diversos
tipos de infec¢cdes endoddnticas, como as primarias e secundarias (Gomes et al., 2004, 2021a; Alves-
Silva et al., 2023).

A assepsia em endodontia visa a controlar todas as fontes potenciais de contaminagéo do canal
radicular. A introducéo inadvertida de bactérias no sistema de canais radiculares pode ocorrer quando
a cadeia asséptica é quebrada durante os procedimentos (Zahran et al., 2022), sendo isso um
obstaculo ndo apenas para o0 sucesso do tratamento, como também para andlises do conteludo
microbiano encontrado nos condutos radiculares (Méller, 1966). Uma medida para evitar contaminacao
pela saliva do paciente € o uso do isolamento absoluto do campo operatério com lengol de borracha
(Cochran et al., 1989) e adequacao do elemento dentario com uma restauragcado previamente ao
tratamento endodontico (Ray e Trope, 1995).

O campo operatério, assim como o dente a ser tratado, precisa ser submetido a uma
desinfeccao previamente ao procedimento endodéntico, sendo peréxido de hidrogénio, tintura de iodo,
clorexidina, alcool e hipoclorito de sédio, em diversas concentracdes, as principais substancias
utilizadas para essa finalidade (Gomes et al., 2004, 2006, 2021b; Malmberg et al., 2016). Assim, de
forma a evitar viés por contaminagdo das amostras coletadas do interior dos canais radiculares,
estudos que se propdem a pesquisar sobre a populacdo microbiana presente na infeccdo endoddntica
devem verificar a efetividade dos protocolos de desinfec¢do do campo operatorio, garantindo que este

esteja isento de microrganismos que possam interferir nas andalises (Mdller, 1966).
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Dessa forma, o presente trabalho, que compreende um estudo-piloto, teve como objetivo
avaliar, por meio de cultura bacteriana e fangica, a efetividade de um protocolo de desinfeccédo do

lencol de borracha utilizado para isolamento absoluto durante o tratamento endodontico.

METODOLOGIA

Os procedimentos para coleta das amostras do experimento foram realizados no Laboratério de
Microbiologia da area de Endodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade
Estadual de Campinas (FOP-Unicamp), dentro de uma camara de fluxo laminar, cuja superficie de
trabalho foi protegida com um campo de TNT esterilizado. Todas as coletas foram realizadas por meio
de friccdo da superficie de um lencol de borracha (Madeitex, Santa Branca, SP, Brasil), durante 1
minuto, com swabs previamente embebidos em soro fisiol6gico estéril, de forma a otimizar a cultura.
Apés as coletas, os swabs foram acondicionados em microtubos do tipo eppendorf previamente
esterilizados contendo 1,0 mL do meio de transporte pré-reduzido VMGA Il (Viability Medium Goteborg
Agar) (Dahlén et al., 1993). Para que isso fosse possivel, os swabs tiveram suas hastes cortadas com
uma tesoura iris reta esterilizada, de forma que a extremidade contendo o esfregago pudesse ser
incluida dentro do eppendorf. O lencgol de borracha foi manipulado com uma pinca esterilizada durante
todo o procedimento para evitar contaminagao.

Para verificar a condigé&o inicial do lengol de borracha, a primeira coleta (C1) foi realizada pela
friccdo de um swab sobre superficie do lengol imediatamente apos a abertura da embalagem, sem que
0 produto tivesse contato com qualquer potencial contaminante. Apés a coleta inicial, foi realizado, por
meio de friccdo das substancias com swabs estéreis, o seguinte protocolo de desinfeccédo: 30
segundos com H,0O, a 30% (v/v), seguido por 30 segundos com NaOCI 2,5% (Drogal Farmacéutica
Ltda, Piracicaba, SP, Brasil), o qual foi neutralizado com solucéo de tiossulfato de sédio a 5% (Drogal
Farmacéutica Ltda, Piracicaba, SP, Brasil). A segunda coleta (C2) do experimento foi realizada apés
essa etapa. Em seguida, para contaminacdo do lencol, 10 pL de saliva foram pipetados sobre o
produto e espalhados por sua superficie com auxilio de um swab. Apés 5 minutos, foi realizada a
terceira coleta (C3). Ap6s nova desinfeccdo da superficie, seguindo o protocolo ja descrito acima, foi
realizada a quarta coleta (C4).

Para a amostra C3, por ser esperada uma concentracdo elevada de microrganismos na coleta,
foi realizada uma diluicio seriada até uma concentracdo de 10™. A diluic&o foi realizada pipetando 100
pL da amostra (armazenada em VMGA IIl) em um eppendorf contendo 900 pL de um meio de cultura.
Em seguida, apés uma breve agitacdo em vortex, 100 pL do contetdo desse eppendorf foram
pipetados em outro contendo 900 pL do mesmo meio de cultura, e assim por diante. As diluicbes foram
realizadas nos meios Sabouraud (SAB) e Fastidious Anaerobe Broth (FAB).

Para a cultura (Figura 1), foram pipetados, no centro de cada placa, 25 pL de amostra, os quais
foram espalhados pela superficie do meio com auxilio de algas de inoculagdo. As amostras foram
incubadas em placas contendo 5% de sangue de carneiro desfibrinado e Fastidious Anaerobe Agar

(FAA - LAB M, Heywood, Lancashire, Reino Unido). Para as amostras C1, C2 e C4, a cultura foi
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realizada com o contetdo dos microtubos de VMGA Ill contendo as coletas. Para a amostra C3, foi
utilizado o contetdo do microtubo que consistia na amostra diluida a uma concentracdo de 10* em
meio FAB. Essas placas foram incubadas anaerobicamente por até 14 dias. Além disso, as amostras
também foram semeadas em placas contendo meio de cultura Agar Sabouraud-dextrose acrescido de
0,1% de cloranfenicol — seletivo para deteccao de espécies de levedura. Para as amostras C1, C2 e
C4, a cultura foi realizada com o contetdo dos microtubos de VMGA Il contendo as coletas. Para a
amostra C3, foi utilizado o conteddo do microtubo que consistia na amostra diluida a uma
concentracdo de 10* em meio SAB. Essas placas foram incubadas aerobicamente a 37 °C (Endo et
al., 2013).

Figura 1 — Placas de cultura contendo os meios Fastidious Anaerobe Agar e Agar

Sabouraud. Para as coletas C1, C2 e C4, a cultura foi realizada a partir do
contetudo do microtubo contendo VMGA lll. Para a coleta C3, foi realizada uma

diluicdo seriada até que a amostra estivesse a uma concentracdo de 10™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao observar as placas apés o periodo de incubacdo, ndo houve crescimento de
microrganismos nas placas semeadas com a amostra C1, indicando que, imediatamente apés a
abertura da embalagem, o lencol de borracha ndo se encontrava contaminado com 0s microrganismos
cultivdveis nos meios utilizados no estudo.

Da mesma forma, nas placas semeadas com C2, amostra coletada apds realizacdo do
protocolo de desinfec¢do, também n&do houve crescimento microbiano.

Ja nas placas semeadas com a amostra C3, coletada apds a contaminag¢éo do lengol com
saliva, foi observada a proliferacdo de coldnias microbianas, tanto no meio FAA, quanto no meio Agar-
Sabouraud, seletivo para espécies fungicas.
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Assim como para as amostras C1 e C2, nas placas semeadas com a amostra C4, coletada
apos nova desinfec¢do do lencol de borracha, também foi observada auséncia de crescimento de
microrganismos.

E importante ressaltar a necessidade de desinfeccdo do lencol de borracha apos
procedimentos de abertura coronaria e durante o tratamento endoddntico sempre que houver
necessidade para evitar a contaminacdo dos canais radiculares (Gomes et al., 2004, 2006, 2021b;
Malmberg et al., 2016). Como perspectiva futura deste trabalho, serd realizada a verificacdo da
eficiéncia dos protocolos de desinfec¢do na remogéo de DNA bacteriano e fangico por meio de primers
universais 16S e 18S, respectivamente.

CONCLUSOES

Imediatamente apds a abertura da embalagem, o lengol de borracha ndo se encontrava
contaminado com 0s microrganismos cultivaveis nos meios utilizados no estudo. Além disso, o
protocolo de desinfec¢éo testado foi efetivo para eliminagdo dos microrganismos cultivaveis presentes

na saliva utilizada para contaminagéo da superficie do lencol.
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