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INTRODUÇÃO 

O início e a persistência de lesões periapicais inflamatórias são determinados pela presença de 

microrganismos no sistema de canais radiculares (Kakehashi et al., 1965). Assim, muitas das pesquisas 

realizadas na área de Endodontia apresentam como principal objetivo a identificação dos componentes 

da comunidade microbiana nos diversos tipos de infecções endodônticas (Gomes et al., 2004, 2021a; 

Alves-Silva et al., 2023). 

A quebra na cadeia asséptica pode levar à introdução inadvertida de microrganismos no sistema 

de canais radiculares (Zahran et al., 2022), sendo isso um obstáculo tanto para o sucesso do tratamento 

quanto para análises do conteúdo microbiano encontrado nos condutos radiculares (Möller, 1966). De 

forma a evitar contaminação pela saliva do paciente durante o tratamento, um procedimento adotado 

pelos profissionais é o isolamento absoluto do dente com lençol de borracha (Cochran et al., 1989). 

Previamente ao procedimento endodôntico, o campo operatório, assim como o dente a ser tratado, 

precisa ser submetido a uma desinfecção, sendo de suma importância verificar a efetividade de 

protocolos utilizados para essa finalidade. 

Um dos métodos usados pra identificar presença de microrganismos em uma amostra é a cultura. 

No entanto, aproximadamente 40 a 60% da microbiota da cavidade oral é constituída por 

microrganismos não passíveis de cultivo (Montagner et al., 2010; Siqueira e Rôças, 2013; Benn et al., 

2018; İriboz et al., 2018; Khelaifia et al., 2023), o que pode levar a resultados incompletos. Nesse 

contexto, um avanço importante para os estudos na área de Microbiologia foi o desenvolvimento de 

técnicas moleculares como nested PCR (Spratt, 2004; Gomes et al., 2021b; Gabrielli et al., 2022) e next 
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generation sequencing (NGS) (Gomes et al., 2015, 2021b; Muzzey et al., 2015; Nardello et al., 2020), 

métodos cada vez mais sensíveis. 

Assim, é de suma importância validar se os protocolos de descontaminação do campo operatório 

utilizados estão sendo efetivos, de forma a evitar a detecção de microrganismos que não fazem parte 

da microbiota dos canais ou até mesmo da microbiota oral. 

Desse modo, o objetivo desse trabalho foi verificar a efetividade de um protocolo de desinfecção 

do campo operatório endodôntico por meio de cultura e de PCR. 

METODOLOGIA 

Os procedimentos para coleta das amostras foram realizados nas Clínicas da Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas (FOP-Unicamp), e o processamento 

do material coletado foi realizado no Laboratório de Microbiologia da área de Endodontia da referida 

instituição. 

Foram coletadas amostras da região compreendendo a parte externa da coroa do dente, grampo, 

e porção do lençol de borracha delimitada pelo arco de Ostby durante 9 tratamentos endodônticos. 

Todas as coletas foram realizadas por meio de fricção da superfície do campo operatório, durante 1 

minuto, com swabs previamente embebidos em soro fisiológico estéril, de forma a otimizar a cultura. 

Após as coletas, os swabs foram acondicionados em microtubos do tipo eppendorf previamente 

esterilizados contendo 1,0 mL do meio de transporte pré-reduzido VMGA III. Para que isso fosse 

possível, os swabs tiveram suas hastes cortadas com uma tesoura íris reta esterilizada, de forma que a 

extremidade contendo o esfregaço pudesse ser incluída dentro do eppendorf. 

A primeira amostra de cada paciente foi coletada logo após o isolamento absoluto (AD - “antes 

da desinfecção”), e a segunda, após a realização do protocolo de desinfecção do campo operatório (DD 

- “depois da desinfecção”), que consistiu em friccionar a superfície utilizando swabs estéreis embebidos 

em uma sequência de substâncias: peróxido de hidrogênio a 30% por 1 minuto, seguido por hipoclorito 

de sódio a 2,5% por 1 minuto, o qual foi neutralizado com solução de tiossulfato de sódio a 5%. 

 

Procedimentos para cultura microbiana 

Durante o processamento laboratorial, antes da inoculação em placas com meio de cultura, foi 

realizada diluição seriada das amostras em meio Fastidious Anaerobe Broth (FAB). As amostras do 

grupo “AD” foram diluídas até uma concentração de 10^-2, enquanto as amostras do grupo “DD” foram 

diluídas apenas até 10^-1, por ser esperada uma menor quantidade de microrganismos após a 

desinfecção. 

A inoculação foi realizada pipetando 25 µL de cada amostra em placas contendo Sabouraud-

Dextrose Agar acrescido de 0,1% de cloranfenicol — seletivo para espécies de levedura —, que foram 

inoculadas aerobicamente em temperatura ambiente, e em placas contendo 5% de sangue de carneiro 

desfibrinado e Fastidious Anaerobe Agar, que foram incubadas anaerobicamente, em estufa a 37 °C. 
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Após o período de incubação, foi verificado o crescimento microbiano por meio da contagem de 

Unidades Formadoras de Colônias (UFC). 

 

Procedimentos para análise por técnica molecular 

As extrações de DNA das amostras foram realizadas com o QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, 

Valencia, CA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Após a extração, a leitura da 

concentração de DNA presente nas amostras foi realizada a 260 nm por meio de espectrofotometria 

(Nanodrop 2000; Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). 

As reações de PCR foram processadas em um termociclador, na quantidade total de 25 μL para 

cada amostra, contendo 2,5 μL de tampão para reação de PCR (10x Reaction Buffer, Invitrogen™, São 

Paulo, SP, Brasil); 2,5 μL de uma mistura de desoxirribonucleotídeos fosfatados (2 mM) (dNTPs, 

Invitrogen™, São Paulo, SP, Brasil); 1,5 μL de solução de cloreto de magnésio (25 mM) (MgCl2, 

Invitrogen™, São Paulo, SP, Brasil); 0,625 μL de uma solução 100 μM de primer forward (20 mM) 

(Invitrogen™, São Paulo, SP, Brasil); 0,625 μL de uma solução 100 μM de primer reverse (20 mM)  

(Invitrogen™, São Paulo, SP, Brasil); 13,125 μL de água ultrapura livre de DNase e RNase; 0,125 μL da 

enzima Taq DNA polimerase (Platinum™ Taq DNA Polymerase, Invitrogen™, São Paulo, SP, Brasil) e 

4 μL de DNA extraído da amostra. 

Para detecção dos microrganismos Enterococcus faecalis (bactéria) e Candida albicans (fungo), 

foi realizada a técnica de nested-PCR, a qual compreende 2 reações. Na primeira, são utilizados primers 

universais para amplificação. Os produtos dessa reação são utilizados para a segunda, em que usa-se 

um primer espécie-específico para detecção do microrganismo de interesse. 

Para a detecção bacteriana, foi amplificada a região que abrange os genes 16S e 23S rRNA por 

meio dos seguintes primers universais: Univ Forward (785) 16S 5’ GGATTAGATACCCTGGTAGTC 3’; 

Univ Reverse (L422) 23S 5’ GGAGTATTTAGCTT 3’. A amplificação compreendeu uma desnaturação 

inicial (97 °C, 1 min); 26 ciclos de desnaturação (97 °C, 45 s), anelamento (55 °C, 45 s) e extensão (72 

°C, 1 min); seguidos de uma extensão final (72 °C, 4 min). 

Verificado o sucesso da reação universal, alíquotas dos produtos dessa reação foram utilizadas 

para realização de outra PCR, dessa vez utilizando um primer espécie-específico forward para detecção 

de E. faecalis (5’ GTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCA 3’), juntamente com o primer reverse L189 (5’ 

GGTACTTAGATGTTTCAGTTC 3’). Essa reação de PCR compreendeu uma desnaturação inicial (95 

°C, 2 min); 27 ciclos de desnaturação (94 °C, 1 min), anelamento (52 °C, 2 min) e extensão (72 °C, 3 

min); seguidos de uma extensão final (72 °C, 10 min). 

Para a detecção fúngica, foram utilizados primers que têm como alvo a região que abrange o 

gene 18S rRNA: Yeast Universal Forward 5’ GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3’; Yeast Universal 

Reverse 5’ GGTCCGTGTTTCAAGACG 3’. A reação compreendeu uma desnaturação inicial (94 °C, 4 

min); 30 ciclos de desnaturação (94 °C, 30 s), anelamento (66 °C, 1 min e 30 s) e extensão (72 °C, 15 

s); e uma extensão final (72 °C, 5 min). Os fragmentos resultantes dessa etapa foram submetidos à 

segunda reação, em que foi utilizado o primer forward espécie-especíifico para C. albicans (5’ 
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TTGGAGCGGCAGGATAATGG 3’) e manteve-se o primer reverse da primeira reação, configurando 

uma seminested-PCR. Essa reação, assim como a primeira, compreendeu uma desnaturação inicial (94 

°C, 4 min); 30 ciclos de desnaturação (94 °C, 30 s), anelamento (66 °C, 1 min e 30 s) e extensão (72 °C, 

15 s); e uma extensão final (72 °C, 5 min).  

Ao final de cada uma das reações de PCR descritas, os produtos foram corados com Novel Juice, 

e submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (Invitrogen™, Life Technologies do Brasil) em tampão 

de Tris-borato EDTA (TBE) (pH 8,0). Foi incluído em cada gel um padrão de peso molecular com 18 

bandas em um intervalo de 100 a 15000 pb (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen™, Life Technologies do 

Brasil). Após o término de cada corrida (100 volts por 60 min), as bandas foram observadas com 

transiluminador de luz ultravioleta. A identificação negativa ou positiva foi baseada, respectivamente, na 

ausência ou na presença de bandas íntegras e com tamanho e peso molecular esperados. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados da contagem microbiana estão apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 Contagem microbiana em UFC/mL nas placas de Fastidious 

Anaerobe Agar (FAA) e de Sabouraud-Dextrose Agar (SDA) 

 FAA+sangue SDA 

Amostra AD DD AD DD 

1 26000 0 10800 0 

2 0 0 0 0 

3 3320 0 0 0 

4 40 0 280 0 

5 1080 0 0 0 

6 120 0 0 0 

7 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 

9 0 0 0 0 

 

Quanto à análise dos géis de eletroforese, não foram observadas bandas indicando presença 

nas amostras de DNA bacteriano na reação universal, ou de DNA de E. faecalis na reação espécie-

específica. 

Na reação universal para detecção fúngica, foram observadas bandas em 44,4% das amostras 

coletadas após a desinfecção do campo operatório. Na reação específica para C. albicans, foram 

observadas bandas indicando presença de DNA dessa espécie em 22,2% das amostras coletadas após 

a desinfecção. 
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CONCLUSÕES 

Por meio da análise dos resultados da cultura, o protocolo de desinfecção foi efetivo para eliminar 

os microrganismos cultiváveis viáveis. Quanto ao método molecular, novos agentes antimicrobianos 

deverão ser testados para alcançar negatividade na amplificação. 
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