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RESUMO

Nardello LCL. Analise molecular da comunidade bacteriana ativa nas infecgdes endodonticas.
[tese]: S@o Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Odontologia; 2022; Versédo
Corrigida.

Introducdo: Como as bactérias ativas apresentam uma maior abundancia de RNA
ribossdbmico (rRNA) do que DNA (genes rRNA), a razdo rRNA/DNA foi utilizada para
investigar bactérias ativas em infecgbes endodonticas. No 1° experimento, a razdo
rRNA/DNA do sequenciamento de préxima geracdo (NGS) foi empregada para investigar a
comunidade endodontica ativa. No 2° experimento, a razdo rRNA/DNA de ensaios de qPCR
foi utilizada para investigar a atividade de bactérias especificas, antes e ap6s o preparo
quimico-cirargico (PQC). Adicionalmente, foi realizada uma revisdo sistematica e meta-
analise para investigar a prevaléncia de bactérias ainda ndo cultivadas/dificeis de cultivar em
amostras pos-preparo. Métodos: Amostras endodonticas coletadas antes (S1) e apds o PQC
(S2) foram submetidas a extracdo de DNA e RNA. Para a anélise de NGS, DNA e RNA
(cDNA) de 5 amostras S1 foram sequenciados usando MiSeq (Illumina, San Deigo, CA) e as
diferencas analisadas pelo teste de Mann Whitney (P <0,05). A atividade metabdlica de
Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 e Selenomonas spp. foi determinada pela razdo
rRNA/DNA baseada nos enasios de gPCR de 20 amostras pareadas S1-S2. Para a revisao
sistematica, foram incluidos estudos moleculares que identificaram espécies bacterianas antes
e ap6s o PQC. A meta-anélise foi realizada com o RStudio. Resultados: Os dados de NGS
revelaram que Bacteroidales [G-2] bacterium HMT 274, Porphyromonas endodontalis,
Tannerella forsythia, Alloprevotella tannerae, Prevotella intermedia, Pseudoramibacter
alactolyticus, Olsenella sp. HMT 809 e Olsenella sp. HMT 939 foram membros ativos
(rRNA/DNA > 1) nas infec¢Bes primérias. Os ensaios de gPCR revelaram que a concentracao
de cdpias de rRNA de Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 nas amostras S2 foi maior
do que os niveis correspondentes de DNA (P < 0,05). Por outro lado, houve uma reducéo da
atividade de Selenomonas spp. ap6s o PQC. Os resultados da revisdo sistematica e meta-
analise mostraram que a prevaléncia de espécies de dificil cultivo nas amostras pds-preparo
foi baixa (<17%), sendo representadas principalmente por Firmicutes e Bacteroidetes.
Conclusdo: (1) a estratégia integrada de NGS baseada em DNA e rRNA foi particularmente
importante para revelar a atividade de bactérias ainda néo cultivadas; (2) Bacteroidaceae [G-
1] bacterium HMT 272 permaneceu metabolicamente ativo apds o PQC; (3) bactérias de

dificel cultivo s&o encontradas em baixa prevaléncia em amostras pds-instrumentagao.



Palavras-chave: Periodontite Apical. Infecgdo bacteriana. Tratamento endodéntico. Métodos
moleculares. Revisdo Sistemética.



ABSTRACT

Nardello LCL. Molecular analysis of the active bacterial community in endodontic infections.
[thesis]: S&o Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Odontologia; 2022; Revised
Version.

Introduction: As active bacteria have a greater abundance of ribosomal RNA (rRNA) than
DNA (rRNA genes), the rRNA/DNA ratio was used to investigate active bacteria in
endodontic infections. In the 1st experiment, the rRNA/DNA ratio of Next Generation
Sequencing (NGS) data was used to investigate the active endodontic community. In the 2nd
experiment, the rRNA/DNA ratio of gPCR data was used to investigate the activity of specific
bacteria, before and after chemocomechanical preparation (CMP). Additionally, a systematic
review and meta-analysis was performed to investigate the prevalence of bacteria as-yet-
uncultivated/ difficult-to-culture bacteria in post-instrumentation samples. Methods:
Endodontic samples collected before (S1) and after CMP (S2) were submitted to DNA and
RNA extraction. For NGS analysis, DNA and RNA from 5 S1 samples were sequenced using
MiSeq (lllumina, San Deigo, CA) and analyzed by the Mann Whitney test (P < 0.05). The
metabolic activity of Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 and Selenomonas spp. was
determined by the rRNA/DNA ratio based on the gPCR of 20 paired S1-S2 samples. For the
systematic review, molecular studies that identified bacterial species before and after PQC
were included. The meta-analysis was performed with RStudio. Results: NGS data revealed
that Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272, Porphyromonas endodontalis, Tannerella
forsythia, Alloprevotella tannerae, Prevotella intermedia, Pseudoramibacter alactolyticus,
Olsenella sp. HMT 809, Olsenella sp. HMT 939, Olsenella uli and Fusobacterium nucleatum
subsp. animalis were active members (rRNA/DNA > 1) in primary infections. qPCR assays
revealed that the rRNA concentration of Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 in S2
samples was higher than the corresponding DNA levels (P < 0.05). On the other hand, there
was a reduction in the activity of Selenomonas spp. after CMP. The results of the systematic
review and meta-analysis showed that the prevalence of as-yet-uncultivated/ difficult-to-
culture bacteria in post-instrumentation samples was low (<17%), being represented mainly
by Firmicutes and Bacteroidetes. Conclusion: (1) the integrated strategy of NGS based on
DNA and rRNA was particularly important to reveal the activity of as-yet-uncultivated/
difficult-to-culture bacteria; (2) Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 remained
metabolically active after CMP; (3) difficult-to-culture bacteria are found in low prevalence in

post-instrumentation samples.



Keywords: Apical Periodontitis. Bacterial infection. Endodontic treatment. Molecular
methods. Systematic review.
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1  INTRODUCAO

A periodontite apical é uma doenca inflamatdria dos tecidos perirradiculares causada
por microrganismos presentes no interior dos canais radiculares (1). O tratamento
endoddntico visa promover a maxima reducdo microbiana para que a homeostasia dos tecidos
periapicais possa ser restabelecida (2—4). Entretanto, o tratamento endoddntico néo é capaz de
esterilizar o canal radicular. 1sso ocorre porque 0s microrganismos se organizam em biofilme
e infectam toda a complexidade anatbmica do sistema de canais radiculares, tornando-se
inacessiveis e/ou resistentes tanto aos instrumentos quanto aos irrigantes utilizados para a

desinfeccédo dos canais radiculares (4).

Os microrganismos remanescentes ap0s os procedimentos de desinfeccdo podem
apresentar estratégias de sobrevivéncia nos canais radiculares. Por exemplo, eles podem
resistir a escassez de nutrientes, assumindo um estagio de baixa atividade metabdlica, e
podem se tornar metabolicamente ativos novamente se as fontes de nutrientes forem
restabelecidas. Esses microrganismos persistentes podem levar ao insucesso do tratamento
endoddntico se houver um desequilibrio entre a concentracdo de microrganismos e a defesa
do hospedeiro, ou seja, se esses microrganismos tiverem acesso aos tecidos periapicais e

alcancarem niveis suficientes para induzir o processo inflamatorio (3).

As infeccbes endodonticas foram estudadas inicialmente pelo método de cultura, que
revelou uma infec¢do polimicrobiana (10 a 20 espécies), composta predominantemente de
bactérias anaerdbias estritas, com niveis de viruléncia diferentes entre as espécies e podendo
variar de paciente para paciente (3). Com o desenvolvimento das técnicas de biologia
molecular, que envolvem a detec¢do de macromoléculas como DNA ou RNA bacteriano, vem
sendo possivel aumentar o conhecimento da diversidade da comunidade bacteriana presente
nas infec¢bes endodonticas (5). Os métodos moleculares apresentam vantagens sobre os
métodos dependentes de cultura, incluindo maior sensibilidade e detec¢do de microrganismos
ainda ndo cultivaveis ou de dificil cultivo. Considerando que a microbiota endodontica é
composta por um grande numero de bactérias ainda ndo cultivaveis ou de dificil cultivo, os
métodos moleculares se tornam os métodos de escolha para o estudo da microbiota
endoddntica (3,6,7). O estudo da composi¢do da comunidade bacteriana é facilitado com
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emprego de métodos moleculares de ampla abordagem, como o sequenciamento genético
(8,9). Além disso, métodos quantitativos, como a reagdo em cadeia da polimerase quantitativa
(gPCR, acrénimo de Quantitative Polymerase Chain Reaction), podem permitir a analise dos
niveis de cada espécie/grupo na comunidade. A andlise quantitativa das bactérias se torna
importante principalmente para a avaliacdo da eficacia dos protocolos de desinfeccdo na
reducdo de bactérias dos canais radiculares (5,10,11).

As técnicas de sequenciamento genético tém contribuido para uma melhor
compreensdo da diversidade da comunidade bacteriana nas infec¢Ges endodonticas. Essas
técnicas evoluiram do método de Sanger para as novas técnicas de sequenciamento de alta
performance, denominadas NGS (acronimo de Next Generation Sequence) (12). Li et al.(13)
revelaram uma drastica diferenca entre esses dois métodos quando usados na analise de
amostras endodonticas. Enquanto a analise de NGS resultou em 28.590 sequéncias por
amostra, o método de Sanger resultou em apenas 47 sequéncias. Deste modo, o
sequenciamento de alta performance pode revelar a complexidade das infec¢bes endodénticas

de uma forma mais fidedigna quando comparado ao método de Sanger (14).

Até o presente momento, a maioria dos estudos utilizou a molécula de DNA, mais
especificamente o gene 16S rRNA (DNA), para analise da diversidade das infeccdes
endodénticas por NGS (7,13,15-21). Por essa analise, os filos mais abundantes nos canais
radiculares de dentes com periodontite apical assintomatica foram Firmicutes, Bacteroidetes e
Actinobacteria (15,17). Os géneros Prevotella, Propionibacterium e Pyramidobacter foram
encontrados em abundancia em infecgdes endododnticas primérias (13). Espécies
Granulicatella adiacens, Eubacterium yurii, Prevotella melaninogenica, Prevotella salivae,
Streptococcus mitis e Atopobium rimae foram associadas as infec¢des endodonticas primarias
(18). Embora, os estudos utilizando NGS e DNA tenham contribuido para o conhecimento da
complexidade das infec¢fes endoddnticas, estes apresentam uma limitacdo, que é a nao

distincdo entre as celulas vivas e mortas na comunidade bacteriana (5,22,23).

Uma alternativa para o estudo das células ativas em uma comunidade ¢ a utilizagéo de
métodos moleculares baseados no RNA ribossomico (rRNA), por ser este um indicador de
viabilidade celular. Os ensaios moleculares utilizando o rRNA sdo muito sensiveis porque o
rRNA se encontra em numero elevado nas bactérias metabolicamente ativas. Portanto,
considerando que a abundancia de rRNA é maior do que a abundancia dos seus respectivos
genes em ceélulas ativas, a razdo rRNA/DNA pode fornecer dados sobre a atividade
metabdlica de diferentes bactérias em uma mesma comunidade (11,24-26). Até o presente
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momento, estudos moleculares investigando a atividade metabolica de patdgenos

endodonticos séo escassos na literatura endodontica (26-29).

Portanto, o objetivo primario do presente estudo foi investigar bactérias ativas em
infecgBes endodonticas através de métodos moleculares baseados em rRNA e DNA. Na
primeira parte do estudo, a razdo rRNA/DNA dos dados de NGS foi empregada pela primeira
vez para investigar bactérias potencialmente ativas nas infec¢es endoddnticas primarias. Na
segunda parte do estudo, a razdo rRNA/DNA dos dados de qPCR foi utilizada para investigar
a atividade metabdlica de bactérias especificas, antes e ap6s o preparo quimico-cirdrgico
(PQC) dos canais radiculares. Adicionalmente, foi realizada uma revisdo sistemética e meta-
analise para investigar a natureza e prevaléncia de bactérias em amostras pos-preparo de

canais radiculares, especialmente de bactérias ainda ndo cultivadas/dificeis de cultivar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A abordagem integrada de métodos moleculares baseados em rRNA e DNA permite o
estudo da atividade metabdlica da microbiota endoddntica. Essa estratégia foi utilizada no
presente trabalho para a avaliacdo da microbiota ativa nas infec¢Ges endoddnticas primérias
(topico revisado no subitem 2.1) e para a avaliacdo do efeito do preparo gquimico-cirdrgico na
atividade metabdlica de bactérias persistentes (topico revisado no subitem 2.2).
Adicionalmente, o perfil de bactérias persistentes obtidos em estudos moleculares foi revisado
no subitem 2.3.

2.1 NGS baseado em rRNA e DNA para andlise da comunidade bacteriana ativa nas

infeccBes endodonticas primarias

A periodontite apical é uma resposta inflamatdria consequente de microrganismos no
interior dos canais radiculares (1). Embora os fatores quimicos e fisicos possam induzir uma
inflamacéo perirradicular, a maioria das evidéncias aponta que microrganismos sao essenciais
para a progressao e a persisténcia das diferentes formas de periodontite apical (1,30-32). A
periodontite apical primaria é causada por microrganismos que invadem e colonizam 0s
canais radiculares apés a necrose pulpar. A doenca endododntica ndo é causada por um
patogeno especifico, mas sim por uma comunidade bacteriana, com alta diversidade de
especies, onde as interacOes bacterianas desempenham um papel fundamental para a
patogenicidade da comunidade (15).

A tecnologia do Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) tem aumentado o
conhecimento do perfil da comunidade endoddntica (8,9). As técnicas de sequenciamento de
alto rendimento fornecem uma grande quantidade de leituras, que permitem a identificacdo
tanto de espécies abundantes quanto de espécies presentes em baixas proporgdes. Portanto, a
analise de NGS tem revelado uma maior diversidade bacteriana no canal quando comparada a

outros méetodos moleculares (8,9).
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Até o presente momento, estudos da microbiota endoddntica baseados em NGS tém
focado na analise do gene 16S rRNA (7,13,15-20,33-40). Estudos utilizando NGS revelaram
que 916 espécies/ filotipos distintos, pertencendo a 317 géneros e 14 filos, foram identificadas
em diferentes tipos de infeccGes endodénticas (8). Os 5 filos mais prevalentes nas amostras
endodonticas foram: Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria e
Fusobacteria. Mais especificamente, alguns géneros foram altamente associados as infecgdes
endodonticas, incluindo  Prevotella, Fusobacterium, Parvimonas, Lactobacillus,
Streptococcus e Porphyromonas (8).

Embora estudos anteriores revelem a complexidade da infec¢do endoddntica, ndo séo
capazes de apresentar os membros ativos da comunidade porque tanto o DNA de células vivas
guanto o de células mortas podem ter sido sequenciadas (23). Como uma alternativa, a analise
NGS baseada em RNA ribossémico (rRNA) tem sido utilizada para apresentar uma visao
mais compreensiva das bactérias que estdo ativas e que podem contribuir para a patogénese de
uma doenga (41). Além disso, como as bactérias ativas apresentam uma maior abundancia de
rRNA do que DNA (42), a razdo rRNA/DNA dos dados de NGS tem sido utilizada pra revelar
a atividade bacteriana em diversos ecossistemas (24,43-46). No entanto, a comunidade

bacteriana ativa das infec¢des endoddnticas ndo foi desvendada até 0 momento.

2.2 Ensaios de gPCR baseados em rRNA e DNA para analise de bactérias ativas apos o

preparo quimico-cirurgico

O preparo quimico-cirdrgico representa a principal estratégia para a desinfeccdo dos
canisl radiculares. No entanto, apesar da redugdo substancial de bactérias, muitos canais
permanecem infectados apds esse procedimento (3,47,48). Os niveis bacterianos e as espécies
que resistem ao preparo quimico-cirargico foram amplamente explorados por técnicas de
cultura e técnicas moleculares (3). Estes Gltimos sdo considerados os métodos de escolha para
avaliar bactérias endodobnticas persistentes devido a sua alta sensibilidade e a capacidade de
detectar bactérias ainda néo cultivadas/dificeis de cultivar (6,7,47,49-53)

Até 0 momento, a maioria dos estudos moleculares tem focado no gene 16S rRNA
(DNA). Especificamente, estudos utilizando métodos moleculares quantitativos (qPCR-
reacdo de polimerase em cadeia quantitativa) baseados em DNA tem proporcionado

informacdes importantes a respeito da reducdo bacteriana promovida pelo tratamento
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endodontico (6,10,11,54,55). Esses estudos mostraram que 0 preparo quimico-cirdrgico
promoveu uma reducdo de aproximadamente 98%-99% do total de bactérias dos canais
radiculares, com bactérias persistentes na ordem de grandeza de 10* (6,10,48,52,53,56-58).
Esses estudos também mostraram que independente do sistema de instrumentacédo mecanizada
e da solugdo irrigadora utilizada, mais de 50% dos canais radiculares estudados ainda
permaneceram infectados ap06s o preparo quimico-cirdrgico.

Embora os métodos moleculares baseados em DNA tenham contribuido para o
conhecimento da microbiota persistente, um questionamento se mantém quanto aos niveis de
DNA residual detectados nos canais radiculares ap6s o preparo quimico-cirirgico, se esses
sdo de bactérias viaveis ou ndo viadveis (23). Uma estratégia para a deteccdo das bactérias
ativas € o uso combinado de qPCR baseados em rRNA e DNA. Como as células ativas
apresentam uma abundancia maior de rRNA do que DNA (42), a correlacao entre os dados
obtidos com gPCR baseada em rRNA e DNA é considerada uma estratégia Util para analise da
atividade bacteriana (11,25,26,59).

A abordagem integrada de qPCR baseada em rRNA e DNA mostrou atividade de
bactérias totais em canais radiculares apds o preparo quimico-cirdrgico (60) e apds o uso de
medicacdo de hidréxido de calcio (23). Além disso, a razdo rRNA/DNA demonstrou atividade
metabdlica de espécies-especificas apds o preparo quimico-cirurgico, incluindo Enterococcus
faecalis (26,29), Cutibacterium acnes (28) e Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272
(anteriormente Bacteroidaceae sp. HOT-272) (27). Esses estudos indicam que algumas
espécies bacterianas podem permanecer ativas ap0s 0 preparo quimico-cirurgico. Essas
bactérias podem ser uma possivel fonte para o estabelecimento de infec¢bes persistentes. No
entanto, a implicacdo de bactérias persistentes detectadas por métodos moleculares no
resultado do tratamento ainda ndo foi determinada por estudos longitudinais.

Na comparacdo dos ensaios de gPCR, a reacdo baseada em DNA apresentou baixa
sensibilidade e alta especificidade quando comparada a qPCR baseada em rRNA (60). Um
outro estudo comparou o0 método de PCR baseado em DNA e rRNA para deteccdo de
Streptococcus spp. e Cutibacterium acnes apds procedimentos endodoénticos de desinfecgéo
em canais radiculares com infecgbes primarias (61). Os resultados mostraram que
Streptococcus spp. foram detectados por DNA, mas ndo por rRNA nas amostras apds
tratamento; indicando que o DNA detectado era provavelmente de bactéria morta apds 0s
procedimentos antimicrobianos. Por outro lado, Cutibacterium acnes foi detectado por ambos
0s métodos, indicando sua viabilidade mesmo ap6s o preparo dos canais radiculares e
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medicacdo intracanal. Os resultados desse estudo sugerem que o método molecular baseado
em DNA pode fornecer dados diferentes dos obtidos pela anélise baseada na molécula de
rRNA, sendo esta a molécula mais indicada para o estudo da microbiota ativa nas infecgdes
endodonticas persistentes.

Até o presente momento, os estudos moleculares baseados em rRNA investigaram
apenas algumas espécies-alvo da microbiota persistente, fornecendo dados limitados sobre a
comunidade bacteriana metabolicamente ativa nas infeccbes endodonticas persistentes e

indicando a necessidade de novos estudos (26-29,61).

2.3 Natureza e prevaléncia de bactérias que persistem apds o preparo quimico-

cirargico

As bactérias estdo organizadas na forma de biofilme no interior dos canais radiculares,
que sdo comunidades microbianas complexas, compostas por uma grande variedade de
bactérias com diversos potenciais patogénicos. O biofilme oferece protecdo eficaz as
bactérias, ndo apenas contra o sistema de defesa do hospedeiro, mas também as torna mais
resistentes a uma variedade de agentes quimicos, 0 que torna a desinfeccdo do sistema de
canais radiculares extremamente desafiador (62). Além da organizacdo em biofilme outro
fator que favorece a persisténcia de bactérias no canal radicular ap0s as etapas do tratamento
endodontico é a questdo da anatomia. Esses microrganismos estéo alojados em um complexo
sistema de canais radiculares, como ramificacdes, istmos e o proprio interior de tabulos
dentinarios, que podem ndo ser atingidos nem pelos instrumentos, nem pelas substancias
auxiliares ou mesmo a medicacdo intracanal (2,63,64). Deste modo, o tratamento endoddntico
ndo € capaz de esterilizar o canal radicular, deixando uma infeccdo residual pos
procedimentos com uma implicacdo clinica que dependerd, entre outros fatores, do equilibrio
entre a defesa microbiana e do hospedeiro (4,34).

Por muito tempo, a cultura de microrganismos foi o teste diagndstico padrdo para
doencas infecciosas. Essa metodologia foi extensamente usada para estudar doencas em
diferentes locais no corpo humano. Em uma revisdo prévia, que incluia principalmente
estudos baseados em método de cultura, observou-se que a infec¢do endodontica persistente
era usualmente composta de Streptococci, Parvimonas, Actinomyces, Propionibacterium,

Pseudoramibacter, Lactobacilli, Enterococci e Olsenella. Esse estudo ressaltou a resisténcia



31

de bactérias Gram-positivas ao preparo quimico-cirurgico e a sua habilidade de adaptar-se as
mudancas ambientais impostas pelos procedimentos endoddnticos (3). Entretanto, é possivel
que esses resultados pelo método da cultura tenham sido subestimados, pois para que 0s
microrganismos crescam em laboratorio pressupde-se que haja algum conhecimento sobre o
que eles precisam pra crescer. Atualmente, sabe-se muito pouco sobre os fatores de
crescimento especificos que sdo utilizados por diversos microrganismos para a sua
sobrevivéncia (65). Trabalhos prévios relataram que dentes com culturas negativas antes do
momento da obturacdo tinham um alto indice de sucesso da terapia endoddntica quando
comparados aos casos com culturas positivas; mostrando, assim, a intima relagdo entre a
reducdo da carga bacteriana e o reestabelecimento da homeostase dos tecidos perirradiculares
(66). Entretanto, a baixa sensibilidade dos métodos dependentes de cultura e a possibilidade
de resultados falso-negativos de amostras ap0s 0 preparo quimico-cirdrgico podem ter
prejudicado a anélise precisa da diversidade de infec¢bes persistentes (5,67-69).

Métodos moleculares confirmaram a associacdo de muitas espécies bacterianas
cultivaveis com a periodontite apical e também revelaram novos patégenos endodonticos(5).
A lista de patdgenos aumentou, incluindo espécies de dificil cultura ou mesmo bactérias ainda
ndo cultivadas, que nunca haviam sido encontradas em infec¢des endoddnticas por
abordagens de cultura. Dessa forma, melhorou-se 0 entendimento da comunidade bacteriana
persistente devido a alta sensibilidade desses métodos e a sua habilidade de detectar bactérias
ndo cultivaveis e de dificil cultivo (5). Muitas espécies foram reconhecidas como possivel
patdgenos endoddnticos apds o advento dos métodos moleculares.

Uma andlise prévia da comunidade bacteriana ap0s o preparo quimico-cirurgico dos
canais radiculares usando o sequenciamento de Sanger mostrou que 42% a 50% dos taxons
era de bactérias ndo cultivaveis/dificil cultivo (7,38). As espécies/ taxa mais prevalentes
foram: Streptococcus spp., Propionibacterium acnes, Fusobacterium nucleatum, Prevotella
shahii, Neisseria sp. oral clone BP2-72, Rothia oral clone BP1-65/71, Veillonella parvula e
Lautropia sp. clone 2.15. Entre estas, espécies de Streptococcus foram detectadas em todas as
amostras apos os procedimentos de desinfeccdo, sendo as espécies dominantes dentro da
comunidade persistente (6).

Estudos recentes usando NGS com amostras apds o preparo quimico-cirdrgico tem
mostrado um espectro ainda mais amplo de taxa bacteriana (7,21). Na analise da microbiota
por NGS, as espécies bacterianas mais detectadas apds o preparo quimico-cirdargico foram:

Enterococcus faecalis; Streptococcus salivarius; Streptococcus gordonii; Parvimonas micra e
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Filifactor alocis. Muitos microrganismos ndo cultivaveis e de dificil cultivo foram detectados,
entre eles: Atopobium sp. HMT 199; Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272;
Desulfobulbus sp. HMT 041; Erysipelotrichaceae [G-1] bacterium HMT 905; Fretibacterium
sp. HMT 360; Parvimonas sp. HMT 110; Peptostreptococcaceae [XI][G-1] bacterium HMT
383; Peptostreptococcaceae [XI][G-2] bacterium HMT 091; Peptostreptococcaceae [XI][G-
4] bacterium HMT 369; Peptostreptococcaceae bacterium oral taxon 113 str. W5053;
Treponema sp. HMT 256; Treponema sp. HMT 257; Treponema sp. HMT 258;
Veillonellaceae [G-1] bacterium HMT 132 e Veillonellaceae [G-1] bacterium HMT 150.

Estudos investigando espécies especificas por métodos moleculares confirmaram a
prevaléncia de espécies Gram-positivas em infeccbes endoddnticas persistentes,
especialmente  Streptococcus spp., Propionibacterium acnes, Parvimonas micra,
Pseudoramibacter alactolyticus e espécies do filo Actinobacteria (47,51,52,70). Estudo
baseado em gPCR revelou que o DNA de bactérias ainda ndo-cultivaveis pode ser detectado
em amostras ap0s 0 preparo quimico-cirurgico, incluindo Bacteroidaceae sp. HOT-272 e
Fretibacterium fastidiosum (Synergistetes oral clones W090/W028) (53).

Os resultados dos estudos moleculares revelaram que a complexidade da comunidade
bacteriana persistente apds o preparo quimico-cirargico dos canais radiculares é maior do que
aquela inicialmente conhecida pelos métodos de cultura. Com o aumento do numero de
estudos moleculares na éarea de Endodontia nas duas ultimas décadas, verificou-se a
necessidade de investigar a natureza e prevaléncia de bactérias em amostras pos-preparo de
canais radiculares, especialmente de bactérias ainda ndo cultivadas/dificeis de cultivar, por

meio de uma revisao sistematica e meta-analise.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivos Gerais

o Apresentar uma abordagem integrada de NGS baseada em rRNA e DNA para a
investigacdo de bactérias ativas em infeccdes endoddnticas.

o Avaliar a atividade metabdlica de bactérias especificas ap6s o preparo quimico-
cirdrgico usando ensaios de qPCR baseados em rRNA e DNA.

o Revisar o perfil e a prevaléncia de bactérias em amostras pos-instrumentacéo de

canais radiculares revelados por métodos moleculares independentes de cultura.

3.2 Objetivos Especificos

o Comparar o perfil da comunidade bacteriana nas analises baseadas em rRNA e
DNA.
o Avaliar o nimero e a viabilidade de Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 e

Selenomonas spp. ap0s o preparo quimico-cirdrgico.

o Comparar a capacidade dos ensaios de gPCR baseados em rRNA e DNA em
detectar Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 e Selenomonas spp. nas
amostras endodonticas.

o Investigar a prevaléncia de taxons ainda nao cultivados/dificeis de cultivar em

canais radiculares apds o preparo quimico-cirurgico por meio de meta-analise.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo analisou a microbiota das infecgOes endodonticas por trés
metodologias distintas: (1) sequenciamento de préxima geracdo (NGS, acrénimo de Next
Generation Sequence) baseado em rRNA e DNA; (2) reacdo de polimerase em cadeia
quantitativa (qPCR, acrénimo de Quantitative Polymerase Chain Reaction) baseados em
rRNA e DNA; (3) revisdo sistematica e meta-analise. As amostras microbiol6gicas dos canais
radiculares utilizadas nas analises de NGS e gPCR foram coletadas em ensaios clinicos
anteriores (27,71-74). Esse estudo teve sua aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa n°
2.201.768 da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo (ANEXO A).

4.1 NGS baseado em rRNA e DNA para andlise da comunidade bacteriana ativa nas

infeccbes endoddnticas primarias

4.1.1 Amostras microbioldgicas dos canais radiculares

Amostras dos canais radiculares de 5 pacientes coletadas em ensaio clinico anterior (11)
foram usadas nessa etapa do estudo. A extracdo dos acidos nucleicos e a sintese de DNA
complementar (cDNA) foram realizadas dentro de 15 dias a partir das coletas dos canais
radiculares. As aliquotas de DNA e cDNA foram armazenadas em -20°C até o0 momento de
realizar a andlise do sequenciamento de nova geracdo (NGS). Antes da analise do
microbioma, DNA e cDNA foram usados para a analise quantitativa de gPCR usando
iniciadores universais para o dominio Bacteria, mostrando resultados positivos na analise
quantitativa.

Os critérios de inclusdo foram dentes unirradiculares e periodontite apical assintomatica.
Os critérios de exclusdo foram: pacientes que utilizaram antibiéticos nos ultimos 3 meses ou
gue tinha qualquer comprometimento sistémico; dentes com perda de tecido dentario que

impossibilite o isolamento absoluto; dentes com camara pulpar aberta/ exposta ao meio bucal;
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dentes com bolsa periodontal superior a 4 mm; dentes com evidéncia radiografica de
tratamento endodontico prévio, apice aberto, fratura, reabsorcéo ou calcificagdo. Além disso,
dentes com uma curvatura maior que 20°(75) e raizes mais curtas que 15 mm ou maiores que
25 mm foram excluidos. Trés pacientes do sexo feminino e dois do sexo masculino, com
idade entre 35 e 50 anos foram incluidos nesse estudo. As amostras endoddnticas foram
coletadas dos dentes 31, 41, 15, 13 e 41, com radiolucéncia periapical de diametros variados:
>5mm (3 casos) e <bmm (2 casos).

As coletas microbiologicas foram realizadas de acordo com estudos prévios (10,11,72—
74) e estdo descritos detalhadamente no APENDICE A. Resumidamente, apés o dente estar
isolado e desinfetado (30% H20- seguido de 2,5% NaOCI e 5% de tiossulfato de sodio), a
cirurgia de acesso foi iniciada com brocas diamantadas e irrigacdo com soro fisiologico
estéril. ApOs o acesso da camara pulpar, a desinfeccdo da cavidade de acesso foi repetida e
uma amostra foi coletada para o controle de desinfeccdo. Ap6s o acesso, o canal foi
preenchido com solucdo salina estéril e o comprimento real de trabalho (CRT) foi
determinado em 0,5 mm aquém do limite zero observado no localizador apical eletrénico (J
Morita Brasil, Sdo Paulo, SP, Brazil). A seguir, uma lima Hedtréem #15 foi introduzida no
canal radicular e utilizada em movimento de limagem para criar raspas de dentina e suspender
bactérias na solucdo. Cinco cones de papel numero 15 esterilizados foram introduzidos
individualmente no canal radicular para coletar o contetdo inicial de bactérias (S1), sendo
mantidos em posicdo por 1 minuto cada. A parte ativa da lima utilizada e os demais cones
foram depositados em microtubos de 1,5 mL esterilizados contendo 300 pl de solucdo RNA
later (Life Technologies, Carlsbad, CA, Estado Unidos da America), os quais foram
armazenadas a -80°C. A auséncia de bactérias no campo operatério foi verificada por reacédo
em cadeia da polimerase (PCR) e transcricdo reversa seguida de PCR (RT-PCR) usando
primers universais para dominio Bacteria. Se bactérias fossem detectadas no controle de

desinfec¢éo, o dente era excluido do estudo.

4.1.2 Extracao de acidos nucleicos e sintese de cDNA

As amostras endodonticas foram descongeladas e homogeneizadas por agitagdo durante
1 minuto. A extracdo de DNA e RNA foi realizada com o kit “MasterPure Complete DNA
and RNA Purification Kit” (Epicentre Technologies, Madison, WI, EUA) como descrito
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previamente (11,27,61,72,73). Esse processo esta descrito detalhadamente no APENDICE B.
As amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C, os sobrenadantes foram
descartados e os precipitados foram suspensos em solucdo contendo 300 pL de “Tissue and
Cell Lysis Solution” e 2 puL de Proteinase K, e incubados por 15 minutos a 65 °C. As
amostras foram resfriadas em gelo por 5 minutos e foram adicionados 150 pL da solugéo
“MPC Protein Precipitation Reagent” para a precipitacdo proteica. Apds nova centrifugacéo,
0s sobrenadantes foram coletados e submetidos a precipitacdo com isopropanol. Os acidos
nucleicos totais foram suspensos em 35 pL do tampédo TE, que foram divididos em duas
partes iguais. A primeira aliquota foi para anélise de DNA; enquanto a segunda aliquota
sofreu um processo de purificagdo de RNA de acordo com as recomendac6es do fabricante
(Epicentre Technologies, Madison, WI, EUA). Apos esses processos, foram realizados novo
tratamento com DNase | (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) e uma reacdo de PCR para confirmar
a auséncia de DNA nas amostras de RNA. Para isso, foram utilizados iniciadores universais
para regido do gene 16S rRNA. A quantificagdo dos acidos nucleicos em cada amostra foi
realizada no aparelho do NanoDrop e analisada pelo software ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, EUA). As aliquotas de DNA foram armazenadas em freezer —20
°C até o momento do uso. Para as amostras de RNA, foi realizada a Reacdo de Transcriptase
Reversa (RT) para sintetizar o cDNA (DNA complementar), utilizando o kit SuperScript® Il
First-Strand Synthesis System (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) de acordo com as
recomendagdes do fabricante. O cDNA foi armazenado em freezer —20 °C. A qualidade das

amostras foi avaliada usando o fluorémetro Qubit 2.0 (Life Technologies).

4.1.3 Sequenciamento e andlise dos dados

As amostras pareadas de cDNA e DNA de 5 canais radiculares foram submetidas a PCR
com iniciadores codificados (“barcoded primers”) (Bakt 341F CC TAC GGG NGG CWG
CAG and Bakt 805R GAC TAC HVG GGT ATC TAA TCC), os quais amplificam regido
hipervariavel V4-V5 do gene 16S rRNA (76). O sequenciamento de alto rendimento foi
realizado usando MiSeq (Illumina, San Diego, CA) em estabelecimento comercial (Macrogen,

Seoul, Republic of Korea) de acordo com os protocolos do fabricante.
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As  sequéncias  foram  filtradas usando a  ferramenta =~ USEARCH
(http://www.drive5.com/usearch/). As sequencias de baixa qualidade (score, 30) e as leituras
menores que 440 pares de bases (pb) foram excluidas. Sequéncias ndo bacterianas, quimeras e
leituras Unicas também foram excluidas. As sequéncias foram agrupadas em unidades
taxondmicas operacionais (OTUs) com 97% de similaridade usando “Quantitative Insights
Into Microbial Ecology” (QIIME) 1.8.0 pipeline (http://giime.org/1.8.0/) (77). A fim de evitar
um possivel viés na comparacédo entre cONA e DNA, ambas bibliotecas foram ajustadas para
obter o0 mesmo numero de leituras (26,41). A analise taxonémica foi realizada usando Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) contra 0 Human Oral Microbiome Database Version
15.1 (http://www.homd.org).

A anélise estatistica foi realizada usando o QIIME 1.8.0 pipeline (http://giime.org/1.8.0/)
(77). A abundancia relativa de bactérias foi medida e as diferencas entre os dados de
sequenciamento de rRNA e DNA foram avaliadas usando o teste de Mann Whitney. A alfa
diversidade foi determinada usando os indices Chaol (estima riqueza), Shannon (estima
diversidade), e Simpson (estima uniformidade). O teste ndo paramétrico para 2 amostras
usando o método de Monte Carlo foi aplicado para comparar a alfa diversidade das amostras
de DNA e CcDNA. Essas comparagfes foram realizadas usando o QIIME
(“compare_alpha_diversity.py”) (77). A diferenca estatistica foi considerada significante com
P <0,05.

Para cada taxon bacteriano detectado nos dois ensaios, a razdo RNA/DNA foi calculada
dividindo a abundancia média de nas respectivas analises. A bactéria foi considerada ativa

quando a razdo rRNA/ DNA foi maior ou igual a 1 (24).

4.2 Ensaios de qPCR baseados em rRNA e DNA para analise de bactérias ativas apds o

preparo quimico-cirurgico

4.2.1 Amostras microbioldgicas dos canais radiculares

Os critérios de selecdo dos pacientes e 0s procedimentos para as coletas das amostras
microbioldgicas dos canais radiculares estdo descritos no item 4.1.1. Para a andlise da

atividade bacteriana por gPCR, foram utilizadas amostras microbioldgicas de infeccdes


http://qiime.org/1.8.0/
http://www.homd.org/
http://qiime.org/1.8.0/
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endoddnticas primarias realizadas ap0s a cirurgia de acesso (S1) e ap6s o0 preparo quimico-
cirrgico (S2). A atividade metabdlica de Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 e
Selenomonas spp. foi determinada pelos dados de qPCR baseados em rRNA e DNA. Para

cada bactéria alvo, foram realizados ensaios de qPCR em 20 amostras pareadas S1 e S2.

4.2.2. Coletas microbioldgicas dos canais radiculares antes e ap0s o preparo quimico-

cirargico

A cirurgia de acesso, a odontometria e a coleta inicial (S1) dos canais radiculares estdo
descritos no item 4.1.1. Apo6s S1, a camara pulpar foi preenchida com solucdo de hipoclorito
de sdédio (NaOCI) 2,5%, que foi agitada e carreada progressivamente no sentido coroa-apice
com o auxilio de instrumentos tipo K até atingir o CRT. Apds o esvaziamento inicial do canal,
instrumentos manuais do tipo K foram levados sem pressdo até comprimento real de trabalho,
em ordem crescente de didmetro, do instrumento ndmero 10 ao numero 40
(DentsplyMaillefer, Baillagues, Suica). O primeiro instrumento que demonstrasse travamento
no CRT foi utilizado como base para a escolha do instrumento Reciproc (VDW GmbH,
Munique, Alemanha) a ser utilizado no preparo quimico-cirurgico, conforme recomendacdes
do fabricante. Dentes com canais estreitos (compativeis com instrumentos 10 ou 15) foram
excluidos da pesquisa, pela dificuldade da realizacdo da coleta inicial.

Os instrumentos reciprocantes foram acionados por motor VDW-silver (VDW GmbH,
Munique, Alemanha) ajustado a cinematica preconizada para cada instrumento, sempre na
presenca de NaOCIl 2,5%. O instrumento Reciproc foi levado ao interior do conduto em
movimento reciprocante, seguindo sequéncias de trés ciclos de penetracdo/retrocesso, de
maneira a avancar em direcdo apical a cada ciclo. Ao término de cada sequéncia, 0
instrumento foi limpo com gaze esterilizada e o canal irrigado com NaOCI 2,5%, atingindo-se
0 CRT apenas no ultimo ciclo de penetracéo.

Durante o preparo, foram utilizados 40 mL de solucéo irrigadora por canal, sendo 30 mL
durante a instrumentacdo e mais 10 mL ao final do preparo, com as pontas irrigadoras
posicionadas a aproximadamente 2 mm aquém do comprimento real de trabalho, utilizadas
em movimentos de vai e vem com pequena amplitude. A irrigagcdo durante o preparo quimico-

cirurgico foi realizada com seringas plasticas esterilizadas e apirogénicas de 10 mL e pontas
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endodonticas de irrigacdo Endo-EZE (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA) com
didmetro de 30G e saida lateral meia canal, ao passo que a aspira¢do da substancia irrigadora
foi realizada através de canulas de aspiracdo SurgiTip (Ultradent Products Inc., South Jordan,
UT, EUA) acopladas a bomba a vacuo odontoldgica. Ao final, o canal foi aspirado com
pontas endodénticas Capillary Tips 0,014’ ¢ 0,019 (Ultradent Products Inc., South Jordan,
UT, EUA) e novamente irrigada com 5ml de tiossulfato de sédio 5% por 1 minuto. O canal
foi novamente aspirado, seco com cones de papel absorvente, e preenchido com soro
fisiolégico apirogénico. Assim, realizando uma nova coleta microbioldgica (S2), como
descrito anteriormente.

Todas as amostras foram armazenadas em freezer —20 °C até o momento da analise

microbiologica.

4.2.3. Anélise quantitativa e da atividade metabdlica de bactérias especificas por

meio de ensaios de qPCR baseados em DNA e rRNA

As amostras dos canais radiculares foram submetidas a extracdo de DNA e RNA,
seguida da sintese de cDNA, como descrito no item 4.1.2.

Ensaios de qPCR independentes foram realizados para Bacteroidaceae [G-1] bacterium
HMT 272 e Selenomonas spp. A selecdo dessas bactérias foi baseada em estudos moleculares
prévios (47,50,51,53), que relataram essas espécies entre as mais prevalentes nos canais
radiculares apds procedimentos endodénticos.

Ensaios de qPCR foram realizados utilizando 2 pL de amostras de cDNA e 2 uL de
amostras de DNA como moldes. Foram utilizadas placas de 96 pogos com um volume total de
20 pL: 10 pL Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems Foster City, CA) e
100 nM/L de cada primer. Agua deionizada substituiu 0 DNA no controle negativo. Foram
utilizados iniciadores especificos para Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 (F:
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG; R: ACT TGA GTG GAG GGT AGG) (53) e Selenomonas
spp. (F: TGGCATCATCCCCGGATA, R: GCCCATCGACAGGCGATA). As condicoes de
ciclagem para reacdes de qPCR foram: 95°C for 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 1 minuto
e 55°C por 1 minuto. As reacfes de gPCR foram realizadas no Laboratério de Microbiologia
Oral do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo, utilizando o StepOne
Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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Para padronizacdo da curva padrdo, foram realizadas reacGes de PCR especificas para
para Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 e Selenomonas spp. O produto de PCR foi
visualizado e purificado do gel de agarose utilizando 0 QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
e submetido ao sequenciamento do gene 16S rRNA para confirmar a identificacdo dessas
espécies bacterianas. Em seguida, foi realizada a clonagem desses amplicons em células de
Escherichia coli DH5a utilizando-se o kit comercial TOPO TA Cloning® — Version U
(Invitrogen, California, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante. Os plasmideos foram
extraidos usando o kit PureLink Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen, Carlsbad) e
sequenciados. Apds a clonagem, foi realizada a extracdo do vetor, que foi utilizado para
confeccéo de diluicBes seriadas de 108 a 10! para a realizagdo da curva padrdo nas reacoes de
gPCR espécie-especifica (38). Para todos os ensaios gPCR, o limite de quantificacdo foi de
102 copias de DNA ou cDNA; amostras abaixo do limite de quantificacdo da gPCR foram
consideradas negativas.

Os dados de DNA foram usados para quantificacdo bacteriana, enquanto os dados de
rRNA foram usados para estimar a atividade bacteriana em amostras positivas para DNA. As
razdes entre os niveis de rRNA e DNA foram calculadas para procurar bactérias ativas

(rRNA/DNA > 1) em amostras de canal radicular antes e apds o preparo quimico-Cirdrgico.

4.2.4. Andlise estatistica

Os dados foram analisados por testes estatisticos e o nivel de significancia de todos os
testes foi 5%. A anélise entre as amostras S1 e S2 foi realizada utilizando o teste de Wilcoxon
para amostras relacionadas. A comparacdo entre as reacdes de qPCR baseada em DNA e
rRNA foi realizada utilizando o teste de Wilcoxon para analise quantitativa e teste de
McNemar para comparacdo da taxa de deteccdo dos métodos. Os testes de sensibilidade,
especificidade e valor preditivo positivo (VPP) dos métodos também foram calculados (39).
As bactérias foram consideradas metabolicamente ativas se a razdo rRNA/DNA for maior ou
igual 1, conforme descrito por (24). O teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar as

diferengas nas razGes rRNA/DNA das bactérias entre as amostras S1 e S2.
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4.3. Revisao sistematica e meta-analise.

A revisdo sistematica da literatura é um estudo secundario, que consiste em encontrar
estudos semelhantes, publicados ou nédo, avaliando-os criticamente em sua metodologia e

reunindo-os numa analise estatistica, a meta-analise.

4.3.1 Fonte de informagéo

Esta revisdo sistematica foi a elaborada de acordo com o Manual do Revisor do Instituto
Joanna Briggs (78) e registrado na base de dados Registro Prospectivo Internacional de
Revisbes Sistemaéticas (PROSPERO) (2017: CRD42017071752,
https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?RecordID=71752). A pesquisa foi
realizada nas seguintes bases de dados: Embase, Web of Science, PubMed e Cochrane, no
periodo de 2007 (ultima revisdao sobre o tema) até janeiro de 2021. Para a busca da literatura
cinza foram utilizadaa as seguintes bases de dados: DANS (Data Archiving and Networked
Services), OAlster e “New York Academy of Medicine Gray Literature Report”. As equagdes

de busca estdo representadas na Tabela 4.1


https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?RecordID=71752

Tabela 4.1. Tabela da equacéo de busca separado por base de dados

43

NUMERO DE
BDAASEgSE EQUACAO DE BUSCA ARTIGOS
RESGATADOS
endodontics in All Text AND microbiology in All
Cochrane  Text - with Cochrane Library publication date 161
Between Jan 2007 and Jan 2021
Embase endodontics AND microbiology AND [2007- 1183
< 2021]/py _ _
O (("endodontal"[All Fields] OR "endodontic"[All
<Z( Fields] OR "endodontical"[All  Fields] OR
% "endodontically"[All Fields] OR
"endodontics"[MeSH Terms] OR "endodontics"[All
¥ PubMed  olis)) AND (“microbiology"[MeSH Subheading] 2117
= OR "microbiology"[All Fields] OR
é "microbiology”[MeSH Terms] OR "microbiology
L s"[All Fields])) AND (2007/1/1:2021/1/31[pdat])
5 https://www.webofscience.com/wos/woscc/summary
/37b8444f-503e-4a7e-9121-ec253841cgh251-
Web of 17b81864/relevance/5 245
Science endodontic (Todos os campos) and microbiology
(Todos os campos) | Tempo estipulado: 2007-01-01
to 2021-01-31 (Data de publicacao)
DANS
EASY Endodontic 15
< Archive
N
<
O  OAlster 'kw:endodontics kw:bacteria' > '2007..2021 59
&
P New York
< Academy
5 of
= Medicine's Endodontic 1
- Grey
Literature
Report

Fonte: A autora
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4.3.2 Critérios de incluséo e exclusao

Os artigos foram selecionados por titulo e resumo de acordo com os critérios de incluséo
e exclusdo utilizando o Software Rayyan (79). Os critérios de inclusdo foram os seguintes:
estudos a partir de 2007; estudos clinicos com amostras microbioldgicas coletadas antes e
ap0s 0 preparo quimico-cirargico e bactérias identificadas no nivel de espécie utilizando
métodos moleculares independentes de cultura. Os estudos foram excluidos baseados nos
critérios: (1) tipo errado de publicagdo (estudo ndo-clinico, estudo ndo-microbiolégico, estudo
ndo-endoddntico, estudo incluindo dentes deciduos, estudo dependente de cultura, relato de
caso, protocolo de ensaio clinico e relatdrios de reunides); (2) estudo sem coleta inicial ou
apenas com coleta inicial; (3) estudos que ndo apresentavam bactérias identificadas no nivel

de espécie; e (4) resumos ndo encontrados.

4.3.3 Extracao de dados

Uma avaliacdo do texto completo foi realizada em estudos que apresentavam 0s critérios
de inclusdo. Apenas os dados das analises independentes de cultura foram extraidas dos
estudos que apresentavam dados de métodos dependentes e independentes de cultura
(7,80,81) Além disso, apenas bactérias identificadas no nivel de espécie foram utilizadas nos
estudos que também apresentavam outras classificagdes taxondmicas (e.g., género, familia,
ordem, classe e filo). Nos estudos que também incluiam amostras de outros sitios além do
canal radicular, somente amostras do interior do canal radicular foram incluidas (7). Os dados
dos estudos foram extraidos e tabulados em uma planilha em Microsoft Excel, incluindo os
nomes dos autores, nome do estudo, ano, numero total de casos, tipo de infeccdo (infeccao
priméria e secundaria), método de identificacdo das bactérias e prevaléncia de cada espécie

bacteriana (nUmero de casos positivos antes e apds o preparo quimico-cirdrgico).
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4.3.4 Avaliacdo do risco de viés

Uma versdo modificada dos critérios do “Joanna Briggs Institute Prevalence Critical
Appraisal” foi usada para avaliacdo critica dos estudos selecionados (82,83). Embora os
critérios tenham sido desenvolvidos para analise do risco de viés de estudos observacionais,
eles também tém sido usados para avaliar estudos clinicos dos quais apenas dados de
prevaléncia sdo considerados. Trés revisores avaliaram individualmente a qualidade dos
estudos e preencheram o arquivo de avaliacdo critica. Os resultados em conflito foram
discutidos até a obtencdo de um acordo. A qualidade da evidéncia dos estudos incluidos foi
avaliada usando a ferramenta “Grading of Recommendations Assessment, Development and
Evaluation” (GRADE) (84).

4.3.5 Andlise estatistica

A andlise descritiva das taxas bacterianas (classificada por nivel de espécie) foi
realizada, antes (S1) e ap6s o preparo quimico-cirargico (S2). A frequéncia (nimero de casos
positivos) foi calculada para todas espécies bacterianas/ filos. A meta-analise foi realizada
sobre a prevaléncia de patdgenos endodoénticos reconhecidos ap6s o advento de métodos
moleculares (taxa ainda néo cultivada/ dificil de cultivar detectada em mais de dois estudos)
usando RStudio versdo 3.5.2 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria;
usando os pacotes Meta e Metafor). O modelo de efeito randémico foi usado para analisar a
heterogeneidade entre os estudos e a estatistica do I-quadrado (1?) foi usada para estimar a
inconsisténcia (considerando até 50%). O grafico de funil também foi aplicado para mostrar a
heterogeneidade dos estudos.
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5 RESULTADOS

Para melhor compreensdo e visualizacdo dos resultados obtidos, os dados foram

organizados em topicos.

5.1 NGS baseado em rRNA e DNA para anélise da comunidade bacteriana ativa nas

infeccbes endoddnticas primarias

Todos os casos foram incluidos para a analise de sequenciamento de nova geracao
(NGS) porque todas as amostras de controle de esterilidade do campo operatério deram
resultados negativos nas reacBes de PCR utilizando iniciadores universais para o dominio
Bacteria. Um total de 3.054.987 (mediana = 323.222; valores minimo e méximo = 157.801 —
407.210) sequéncias foram obtidas de 10 amostras de DNA e rRNA de 5 dentes com
periodontite apical. Apds a reamostragem, o nimero de sequéncias foi reduzido para 157.801
leituras por amostra (a menor biblioteca), e um total de 438 unidades taxonémicas distintas
(OTUs) foram observadas. Nao houve diferenca estatistica significante entre os indices de

riqueza e diversidade das duas bibliotecas (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Média dos valores e desvio padrdo (DP) dos indices alfa diversidade de DNA e RNA ribossémico
(rRNA) dos dados sequenciados de cinco amostras do canal radicular

Riqueza Diversidade Evennes
Chao 1 Shannon Simpson
Média de DNA 92,44 3,72 0,85
(= DP) (x33,87) (x0,83) (x0,10)
Média de rRNA 111 3,30 0,82
(= DP) (x27,87) (x0,47) (x0,05)
P valor* 0,40 0,39 0,67

*Teste T ndo paramétrico de 2 amostras usando permutagdes de Monte Carlo foi aplicado para comparar a alfa
diversidade das amostras de DNA e rRNA (P< 0,05 indica diferencas estatisticamente significativas).

Fonte: A autora
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5.1.1Discrepancia em relacdo a abundéancia de filos em amostras de DNA e rRNA

O gréfico 5.1. mostra a distribuicdo total de filos (%) em todas as amostras de DNA e
rRNA (n=10). Cinco filos estavam presentes em todas as amostras de DNA e rRNA:
Bacteroidetes (DNA, 29,5%-72,6 %; rRNA, 25,3% -57,0%), Firmicutes (DNA, 16,9%-43,0
%; rRNA, 9,5%-32,5 %), Actinobacteria (DNA, 0,8% — 21,7 %; rRNA, 1,0%-38,7%),
Fusobacteria (DNA, 0,3%-8,5%; rRNA, 1,8%-32,2%) e Proteobacteria (DNA, 0,02%—3,5%;
rRNA, <0,01%-3,8%).

Gréfico 5.1 - Abundancia relativa (%) dos filos bacterianos em todas as amostras de DNA e rRNA (n=5 cada)
coletadas de canais radiculares de dentes com periodontite apical.

Saccharibacteria (TM7)
Chloroflexi
Proteobacteria
Spirochaetes
Synergistetes
Fusobacteria
Actinobacteria
Firmicutes*

Bacteroidetes

0% 10%  20%  30%  40% 50% 60%  70%  80% 90% 100%

EDNA BE1RNA

*Diferenca estatistica significante entre DNA e rRNA na abundancia relativa de Firmicutes (Teste Mann-
Whitney, P<0,05)

Fonte: A autora
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Os filos mais abundantes em todas as amostras de DNA e rRNA foram Bacteroidetes
(DNA, 48,1%; rRNA, 40,9%), Firmicutes (DNA, 35,2%; rRNA, 21,1%), Actinobacteria
(DNA, 10,4%; rRNA, 15,4%) e Fusobacteria (DNA, 4,1%; rRNA, 13,8%). Outros filos foram
menos abundantes: Proteobacteria (DNA, 0,8%; rRNA, 0,9%), Synergistetes (DNA, 0,7%;
rRNA, 6,3%), Spirochaetes (DNA, 0,5%; rRNA, 1,5%), Chloroflexi (DNA, 0,2%; rRNA,
0,1%) e Saccharibacteria (TM7; DNA, <0,01%; rRNA, <0,01%) (Gréfico 5.2).

Comparando a abundancia relativa (%) entre as amostras de rRNA e DNA, houve uma
reducdo significante na abudancia relativa de Firmicutes (P= 0,02). Nos niveis de classe e
ordem, Veillonellales (DNA, 6,0%; rRNA, 2,5%) e Erysipelotrichales (DNA, 4,4%; rRNA,
1%) foram encontrados com uma abundancia menor (P= 0,04) no sequenciamento baseado
em rRNA do que no de DNA.

5.1.2 Diferenca na abundancia relativa de género entre as amostras de DNA e rRNA

A tabela 5.2 mostra a abundéncia relativa (%) no nivel de género (>0,1%) em DNA e
rRNA. Em geral, foram encontrados 123 géneros diferentes; entretanto, apenas 65,9%
(81/123) dos géneros foram encontrados nas duas analises. Os géneros mais abundantes
identificados foram: Prevotella (DNA, 16,6%; rRNA, 10,8%), Porphyromonas (DNA, 15,5%;
rRNA, 13,8%), Bacteroidales [G-2] (DNA, 7,7%; rRNA, 8,1%), Olsenella (DNA, 7,0 %;
rRNA, 14,1 %), Mycoplasma (DNA, 4,8%; rRNA, 1,9%), Pseudoramibacter (DNA, 4,4%;
rRNA, 8,3%) e Fusobacterium (DNA, 4,1%; rRNA, 13,8%).



50

Tabela 5.2 - Abundancia relativa (%) dos géneros bacterianos (>0,1%) nas analises de NGS baseados em DNA e
rRNA em amostras dos canais radiculares

Género DNA rRNA
Prevotella 16,61% 10,76%
Porphyromonas 15,51% 13,77%
Olsenella 7,03% 14,09%
Fusobacterium 4,11% 13,83%
Bacteroidaceae [G-1] 3,46% 0,20%
Fretibacterium 0,60% 6,33%
Bacteroidales [G-2] 7,72% 8,08%
Pseudoramibacter 4,40% 8,29%
Alloprevotella 2,72% 3,83%
Mycoplasma 4,82% 1,86%
Dialister 3,55% 1,10%
Tannerella 1,25% 3,12%
Megasphaera 0,97% 0,70%
Oribacterium 2,69% 0,80%
Atopobium 1,78% 0,69%
Lachnospiraceae [G-2] 3,12% 0,05%
Solobacterium 2,21% 0,69%
Filifactor 1,37% 0,57%
Bacteroidetes [G-3] 0,86% 1,05%
Stomatobaculum 1,41% 0,28%
Treponema 0,47% 151%
Peptococcus 0,25% 1,72%
Erysipelotrichaceae [G-1] 1,70% 0,14%
Peptostreptococcaceae [XI][G-6] 1,50% 0,15%
Anaeroglobus 1,03% 0,50%
Streptococcus 0,81% 0,40%
Slackia 1,43% 0,28%
Peptostreptococcaceae [XI][G-1] 0,97% 0,33%
Lactobacillus 0,23% 1,00%

Fonte: a autora
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5.1.3Variacao relativa das espécies abundantes entre as amostras de DNA e rRNA

A tabela 5.3 mostra uma visdo geral da abundéncia relativa (%) das bactérias
detectadas nas amostras de DNA e rRNA. No nivel de espécie, 57,8% (141/244) foram
comuns nas andlises de DNA e rRNA. A atividade das espécies bacterianas (a razdo
rRNA/DNA >1) estdo em destaque na tabela 5.3. Bacteroidales [G-2] bacterium HMT 274
(DNA, 7,72%; rRNA 8,08%), Porphyromonas endodontalis (DNA, 15,45%; rRNA, 13,73%),
Tannerella forsythia (DNA, 1,25%; rRNA, 3,12%), Alloprevotella tannerae (DNA, 2,65%;
rRNA, 3,77%), Prevotella intermedia (DNA, 4,13%; rRNA, 5,25%), Pseudoramibacter
alactolyticus (DNA, 4,40%; rRNA, 8,29%), Olsenella sp. HMT 809 (DNA, 2,03%; rRNA,
2,04%), Olsenella sp. HMT 939 (DNA, 2,82%; rRNA, 6,34%), Olsenella uli (DNA, 0,10%;
rRNA, 0,09%) e Fusobacterium nucleatum subsp. animalis (DNA, 4,11%; rRNA, 13,83%)
foram membros ativos e dominantes na comunidade. Por sua vez, a alta abundancia de rRNA
de taxons pouco abundantes (DNA < 1%) sugere que eles também podem desempenhar um

papel ativo na infeccéo.
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Tabela 5.3 - Anélise de mapa de calor de tdxons bacterianos detectados em dados de NGS baseados em DNA e
rRNA (abundéancia > 0,01%). A abundancia relativa (%) é a média de cada espécie nas analises
de DNA e rRNA. As espécies bacterianas destacadas com um asterisco representam taxons
ativos (rRNA/DNA razdo > 1).

Filo Espécies DNA rRNA
Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 3,46 0,20
Bacteroidales [G-2] bacterium HMT 274 --
Bacteroidetes [G-3] bacterium HMT 281 0,86 1,05
Porphyromonas endodontalis --
Porphyromonas gingivalis 0,05 0,04
Tannerella forsythia 1,25 3,12
Alloprevotella rava 0,05 0,04
Alloprevotella tannerae 2,65 3,77
Prevotella baroniae 1,49 0,45

. Prevotella buccae 0,06 0,04

Bacteroidetes Prevotella dentalis 0,10 0,07
Prevotella intermedia 4,13 5,25
Prevotella nigrescens 0,72 1,02
Prevotella oralis 0,66 0,87
Prevotella oris 5,41 1,78
Prevotella pleuritidis 0,62 0,78
Prevotella sp. HMT 292 0,06 0,01
Prevotella sp. HMT 376 1,66 0,17
Prevotella sp. HMT 515 0,54 0,19
Prevotella sp. HMT 526 0,61 0,12
Abiotrophia defectiva 0,08 0,01
Clostridiales [F-1][G-1] bacterium HMT 093 0,11 0,03
Enterococcus faecalis 0,15 0,15
Bulleidia extructa 0,35 0,12
Eggerthia catenaformis 0,12 0,04
Erysipelotrichaceae [G-1] bacterium HMT 904 1,55 0,09
Erysipelotrichaceae [G-1] bacterium HMT 905 0,15 0,05
Solobacterium moorei 2,21 0,69
Pseudoramibacter alactolyticus 4,40 -

Firmicutes Catonella morbi 0,52 0.58
Lachnospiraceae [G-2] bacterium HMT 096 3.11 0.05
Lachnospiraceae [G-7] bacterium HMT 086 0.06 0.01
Oribacterium sp. HMT 078 0,37 0,27
Oribacterium sp. HMT 102 2,31 0,53
Shuttleworthia satelles 0,82 0,04
Stomatobaculum sp. HMT 373 1,41 0,28
Lactobacillus crispatus 0,06 0,77
Lactobacillus fermentum 0,12 0,19

Mycoplasma salivarium 4,82 1,85
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Peptococcus sp. HMT 167 0,25 1,72
Parvimonas micra 0,07 0,17
Filifactor alocis 1,37 0,57
Mogibacterium timidum 0,56 0,41
Peptostreptococcaceae [XI][G-1] bacterium HMT 383 0,19 0,01
Peptostreptococcaceae [XI][G-1] infirmum 0,79 0,32
Peptostreptococcaceae [XI][G-2] bacterium HMT 091 0,08 0,05
Peptostreptococcaceae [XI][G-5] saphenum 0,17 0,06
Peptostreptococcaceae [XI][G-6] minutum 1,38 0,10
Peptostreptococcaceae [XI][G-6] nodatum 0,13 0,05
Ezprt;asxip;gcoccaceae [X1][G-7] yurii subsp. yurii & 0,03 0,17
Peptostreptococcus stomatis 0,07 0,23
Ruminococcaceae [G-3] bacterium HMT 381 0,13 0,01
Selenomonas sp. HMT 134 0,08 0,17
Streptococcus intermedius 0,31 0,12
Streptococcus mutans 0,08 0,08
Streptococcus oralis subsp. dentisani clade 058 0,28 0,15
Streptococcus salivarius 0,08 0,02
Anaeroglobus geminatus 1,03 0,50
Dialister invisus 1,74 0,42
Dialister pneumosintes 1,81 0,69
Megasphaera sp. HMT 841 0,97 0,68
Veillonella dispar 0,31 0,16
Veillonellaceae [G-1] bacterium HMT 150 0,11 0.01
Olsenella sp. HMT 809 2,03 2,04
Olsenella sp. HMT 939 2,82 6,34
Actinobacteria Olsenella uli 2,13 5,66
Bifidobacterium dentium 0,10 0,09
Atopobium rimae 1,75 0,66
Slackia exigua 1,43 0,28

Fusobacteria  Fusobacterium nucleatum subsp. animalis 411 [Ha883n
Campylobacter curvus 0,07 0,48
Proteobacteria Campylobacter rectus 0,30 0,26
Klebsiella pneumoniae 0,09 0,01
Sphingomonas sp. HMT 004 0,08 0,01
) Fretibacterium fastidiosum 0,41 3,77
SYnergistetes Fretibacterium sp. HMT 358 0,19 2,56
Treponema denticola 0,11 1,17
Spirochaetes Treponema maltophilum 0,14 0,24
Treponema socranskii 0,20 0,09
Chloroflexi Anaerolineae [G-1] bacterium HMT 439 0,17 0,09

o

Fonte: a autora

Min.
(0%)

Max.
(15.4%)
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5.2 Ensaios de gPCR baseados em rRNA e DNA para analise de bactérias ativas ap0s o

preparo quimico-cirurgico

Nesta etapa foram incluidas 20 amostras pareadas para a avaliacdo da atividade

metabolica de Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 e Selenomonas spp.

5.2.1. Comparacao entre os ensaios de qPCR baseados em rRNA e DNA.

Como as amostras para controle da esterilidade do campo operatério foram
negativas, todas as amostras endodénticas foram incluidas na andlise. As taxas de deteccéo
das bactérias estudadas usando os ensaios baseados em rRNA e DNA estdo apresentadas na
tabela 5.4. Os métodos baseados em rRNA ndo aumentaram a frequéncia da deteccdo dessas
bactérias especificas (P > 0,05) nas amostras p6s preparo quimico-cirargico. Quando
comparado com o ensaio de gPCR baseado em rRNA, o ensaio baseado em DNA apresenta
uma baixa sensibilidade e uma alta especificidade (Tabela 5.5) Além disso, 0 maior valor
preditivo positivo (VPP) indica um menor risco de amostras falso-positivas em ensaios
baseado em DNA de Bacteroidaceae sp. [G-1] bacterium HMT-272 (Tabela 5.5).

Tabela 5.4 - Taxa de deteccdo de bactérias totais de ensaios baseados em RNA ribossémico (rRNA) e DNA

S1 S2
Ensaio de gPCR
DNA Valor de P DNA Valor de P

+ - + -
Bacteroidaceae [G-1] + 8 2 8 2
bacterium HMT 272 rRNA 0 10 0,47 0 10 0,47
(n=20) )
Sel 20 RNA 9 1,00 ! 2 0,61
elenomonas spp. (n= 20) r P , ) 15 ,

+, amostras com resultados positivos em gPCR; -, amostras com resultados negativos em gPCR; S1 e S2,
amostras coletadas antes e ap6s o preparo quimico-cirrgico, respectivamente. O simbolo (*) indica que houve
diferenca entre os valores de mediana entre os grupos DNA e rRNA (teste de McNemar, P < 0,05)

Fonte: a autora.
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Tabela 5.5 - Sensibilidade, especificidade e VPP para os ensaios de gPCR baseados DNA quando comparado
com os ensaios de RT-gPCR baseado rRNA.

Sl S2

Ensaio e GPCR o cibilidade  Especificidade VPP Sensibilidade  Especificidade VPP

Bacteroidaceae
[G-1] bacterium 80% 100% 100% 100% 100% 100%
HMT 272 (n=20)
Selenomonas spp.
(n=20)
VPP é probabilidade de bactérias viaveis estdo presentes quando o teste baseado em DNA é positivo;
sensibilidade, probabilidade de que ensaios de gPCR base em DNA seja positivo quando o rRNA estiver
presente; especificidade, probabilidade de gPCR baseada em DNA ser negativo quando o rRNA é ausente; S1,
amostras coletadas antes do PQC; S2, amostras coletadas ap6s PQC.

75% 75% 81% 33% 88% 33%

Fonte: a autora.

5.2.2. Contagem bacteriana

A tabela 5.6. apresenta uma visdo geral dos dados de gPCR baseados em DNA.
Aparentemente, a analise baseada em DNA revelou uma significante reducdo de Selenomonas
spp. em S2 (P = 0,004). Em contraste, ndo houve diferenca entre as amostras S1 e S2 de
Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 (P>0,05).

Tabela 5.6 - Niveis bacterianos nas amostras endoddnticas coletadas antes (S1) e depois (S2) determinado
pelo gPCR usando DNA (16S rRNA) como template

Quantidade de DNA S1 S2
Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272
Mediana 0® 0
Minima — Méxima 0-3,20x 10° 0-1,23x 10*
Média 2,56 x 10* 2,17 x 10°
Total de amostras (n) 20 20
Amostras positivas de DNA (%) 8 (40%) 8 (40%)
Selenomonas spp.
Mediana 4,09 x 10%2 0°b
Minima — Maxima 0-3,47x10° 0-3,98x10°
Média 6,06 x 10* 4,61 x10°
Total de amostras (n) 20 20
Amostras positivas de DNA 11 (55) 3 (15)

Letras diferentes nas linhas (a, b) mostram diferencas significativas nos valores da mediana de DNA em
amostras endoddnticas tomadas antes e apds PQC (teste ndo paramétrico de postos sinalizados de Wilcoxon, P <
0,05).

Fonte: a autora
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5.2.3. Atividade bacteriana

Para amostras positivas usando ensaios de qPCR baseados em DNA e rRNA, a
comparacdo entre DNA e rRNA sugere que Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 est
ativo apés o PQC (Tabela 5.7).

Tabela 5.7 - Valores da mediana (minima - maxima) do nimero cépias de DNA e rRNA em amostras dos

canais radiculares, antes (S1) e ap6s (S2) o preparo quimico-cirlrgico

Sl S2

Ensaios de Valor Valor
gPCR n rRNA DNA de P n rRNA DNA de P
Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272

Mediana 8 8,27 x 108 4,41 x 10° 0,12 8,11 x 108 541x10° 0,01*

Min — Max 1,28x10°—~ 3,38 x 10— 530x10°~ 1,51x10%—

6,09 x 10° 3,20 x 10° 7,84 x 10* 1,23 x 104

Selenomonas spp.

Mediana 9 1,05 x 10° 9,71x10*  0,04* 1 3,98x10° 3,81x 10° NA

. 1,89x 10— 7,87 x 103
Min — Max - -

9,69 x 10° 3,47 x 10°

Min — Max significa os valores minimos e maximos entre as amostras. O simbolo (*) indica que houve diferenca
dos valores de mediana entre os grupos DNA e rRNA (teste de Wilcoxon signed rank, P < 0,05)

Fonte: a autora

5.3 Natureza e prevaléncia de bactérias que persistem ap6s 0 preparo quimico-

cirargico

5.3.1 Resisdo Sistematica

Um fluxograma para ilustrar a selecdo dos estudos esta representado na Figura 5.1.
Um total de 21 estudos que analisaram amostras de canais radiculares utilizando métodos
moleculares independentes de cultura para a identificacdo bactérias no nivel de espécie (antes
e apds preparo quimico-cirurgico) foram incluidos nessa revisao (Tabela 5.8). Alguns estudos

foram excluidos pelos seguintes motivos: bactérias ndo identificadas no nivel de espécie
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(64,85-91), estudos dependentes de cultura (92-107) e amostras coletadas somente apos
medicacdo intracanal (35,108). A andlise do risco de viés dos estudos incluidos foi avaliada
por meio do “Joanna Briggs Institute Checklist” para estudos de prevaléncia e estd
apresentada na figura 5.2. A qualidade das evidéncias, avaliada utilizando o0 GRADE, esta

apresentada na tabela 5.9.

Figura 5.1 - Fluxograma do processo da Revisdo Sistematica

Artigos Resgatados
(3781)
Cochrane Embase PubMed \S/*C/Ieel:]:: thsir:zt:ra
161 1 —— —
(161) — | (1183) (2117) (245) 5]
Artigos selecionados apds Artigos
das remogao dos duplicados duplicados
(2477) (1304)
Motivo das exclusdes
apos a leitura dos textos
completos:
* Bactérias ndo
Registros triados apds identificadas no nivel
leitura do titulos e de espécie (9)
resumos * Estudos moleculares
(47) dependentes de
cultura (16)
* Segunda coleta pés
medicagao intra
canal (2)

Artigos selecionados
(20)

Fonte: A autora
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Tabela 5.8 - Principais caracteristicas dos estudos incluidos

Métodos de
Estudo N  Infeccéo ) .
identificacdo

Taxa bacteriana

S1

S2

Sakamoto et al. 18 Infeccéo Anélise da
(6) priméaria biblioteca de
clones do gene
16S rRNA

Acinetobacter junii
Anaeroglobus geminatus
(anteriormente Megasphaera sp.
oral clone BB166)

Atopobium sp. HMT 199
(anteriormente Atopobium sp.
oral clone C019)
Bacteroidaceae [G-1] bacterium
HMT 272 (anteriormente
Bacteroides-like sp. oral clone
X083)

Bergeyella sp. HMT 422
(anteriormente
Flavobacteriaceae genomosp.
Cl)

Dialister invisus

Dialister invisus (anteriormente
Dialister sp. oral clone 9N-1)
Erysipelotrichaceae [G-1]
bacterium HMT 904
(anteriormente Solobacterium
sp. oral clone 6Ta-2)

Filifactor alocis
Fusobacterium nucleatum
Fusobacterium nucleatum
subsp. vincentii (anteriormente
Fusobacterium sp. oral clone
CZ006)

Lautropia mirabilis
(anteriormente uncultured
Lautropia sp. clone 2.15)
Mogibacterium timidum
(anteriormente Mogibacterium
sp. oral clone BP1-36)
Oribacterium sp. HMT 078
(anteriormente Lachnospiraceae
oral clone MCE9_31)
Parvimonas sp. HMT 110
(anteriormente
Peptostreptococcus sp. oral
clone BP1-72)

Peptoniphilus lacrimalis
Peptostreptococcaceae [XI][G-



1] [Eubacterium] infirmum
Peptostreptococcaceae [XI][G-
1] bacterium HMT
383(anteriormente
Eubacteriaceae oral clone
P2PB_46 P3)
Peptostreptococcaceae [XI][G-
3] bacterium HMT 495
(anteriormente Eubacterium sp.
oral clone JS001)
Peptostreptococcaceae [XI][G-
4] bacterium HMT 369
(anteriormente Eubacteriaceae
oral clone MCE10_174)
Peptostreptococcaceae [XI][G-
5] [Eubacterium] saphenum
(anteriormente Eubacterium sp.
oral clone BP1-93)
Peptostreptococcaceae [XI][G-
6] [Eubacterium] minutum
Peptostreptococcus stomatis
(anteriormente
Peptostreptococcus sp. oral
clone CK035)

Porphyromonas gingivalis
Prevotella baroniae

Prevotella sp. HMT 472
(anteriormente Prevotella sp.
oral clone GUO027)
Pseudoramibacter alactolyticus
Pyramidobacter piscolens
(anteriormente Synergistes sp.
oral clone BA121)
Solobacterium moorei
(anteriormente Solobacterium
sp. oral clone K010)
Staphylococcus aureus
Stomatobaculum sp. HMT 373
(anteriormente Lachnospiraceae
oral clone MCE9_173)
Streptococcus mitis
Streptococcus parasanguinis
Streptococcus parasanguinis
clade 411 (anteriormente
Streptococcus sp. oral clone
ASCFQ7)

59
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Streptococcus salivarius 0 1
Veillonella parvula 0 1
Schirrmeister et 20 Infeccdo Ensaio de PCR Enterococcus faecalis 4 0
al. (81) secundaria baseado em DNA
Blome etal. (109) 40 Infeccéo Ensaio de PCR  Enterococcus faecalis 8 6
primaria/  baseado em DNA Fusobacterium nucleatum 15 2
Infeccéo Parvimonas micra 31 8
secundaria Porphyromonas endodontalis 18 8
Porphyromonas gingivalis 8 2
Prevotella intermedia 3 2
Tannerella forsythia 16 6
Treponema denticola 11 2
Récas, Siqueira, 15 Infeccéo RT - PCR Actinomyces israelii 7 2
(50)*1 priméaria/ Reacdo de Bacteroidaceae [G-1] bacterium
Infeccéo Hibridizacéo HMT 272 (anteriormente 8 1
secundaria ~ DNA-DNAde  Bacteroidetes clone X083)
Captura Reversa  Campylobacter rectus 4 3
Cutibacterium acnes
(anteriormente 3 4
Propionibacterium acnes)
Dialister invisus 5 2
Dialister pneumosintes 3 3
Dialister sp. HMT 119
(anteriormente Dialister clone 3 2
BS016)
Enterococcus faecalis 3 3
Filifactor alocis 2 1
Fusobacterium nucleatum 6 6
Olsenella uli 10 5
Parvimonas micra 6 3
Peptostreptococcaceae [XI][G- 7 3
1] [Eubacterium] sulci
Peptostreptococcus stomatis 6 4
Porphyromonas endodontalis 5 4
Porphyromonas gingivalis 2 3
Prevotella baroniae 4 0
Prevotella multisaccharivorax 1 0
Prevotella nigrescens 1 0
Propionibacterium acidifaciens 1 1
Pseudoramibacter alactolyticus 4 3
Pyramidobacter piscolens 9 2
Selenomonas sputigena 6 3
Solobacterium moorei 3 3
Tannerella forsythia 7 2
Treponema denticola 4 2
Treponema socranskii 4 2
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Régas, Siqueira, 47 Infeccdo Reacdo de Actinomyces israelii 29 9
47Nt primaria Hibridizacéo Atopobium rimae 9 5
DNA-DNAde  Atopobium sp. HMT 416
Captura Reversa  (anteriormente Olsenella 12 2
genomospecies C1)
Bacteroidaceae [G-1] bacterium
HMT 272 (anteriormente 32 8
Bacteroidetes clone X083)
Campylobacter rectus 17 8
Cutibacterium acnes
(anteriormente 29 16
Propionibacterium acnes)
Dialister invisus 27 10
Dialister pneumosintes 10 6
Eikenella corrodens 3 1
Enterococcus faecalis 18 9
Filifactor alocis 17 6
Fusobacterium nucleatum 14 5
Olsenella uli 9 5
Parvimonas micra 22 8
Peptostreptococcus stomatis 13 8
Porphyromonas endodontalis 26 12
Porphyromonas gingivalis 8 5
Prevotella baroniae 22 7
Propionibacterium acidifaciens 24 10
Pseudoramibacter alactolyticus 9 5
Pyramidobacter piscolens 16 4
Selenomonas sputigena 31 10
Solobacterium moorei 11 8
Tannerella forsythia 19 5
Treponema denticola 8 4
Treponema socranskii 10 3
Récas Siqueira, 24 Infeccédo Reacdo de Actinomyces israelii 9 2
(51)% primaria Hibridizacéo Atopobium rimae 1 0
DNA-DNA de  Atopobium sp. HMT 416
Captura Reversa  (anteriormente Olsenella 1 0
genomospecies C1)
Bacteroidaceae [G-1] bacterium
HMT 272 (anteriormente 8 2
Bacteroidetes clone X083)
Campylobacter rectus 2 0
Cutibacterium acnes
(anteriormente 8 4
Propionibacterium acnes)
Dialister invisus 7 2



62

Eikenella corrodens
Enterococcus faecalis
Filifactor alocis

Fusobacterium nucleatum
Parvimonas micra
Peptostreptococcus stomatis
Porphyromonas endodontalis
Porphyromonas gingivalis
Prevotella baroniae
Propionibacterium acidifaciens
Pseudoramibacter alactolyticus
Pyramidobacter piscolens
Selenomonas sputigena
Solobacterium moorei
Tannerella forsythia
Treponema socranskii

AP O WEF O© WO WwN O -

-
o
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Nevesetal. (52)f 22

Infeccéo
priméria

Reacdo de
Hibridizagédo
DNA-DNA de
Captura Reversa

Arachnia propionica
(anteriormente
Propionibacterium
propionicum)

Atopobium rimae

Atopobium sp. HMT 416
(anteriormente Atopobium
genomospecies C1)
Bacteroidaceae [G-1] bacterium
HMT 272 (anteriormente
Bacteroidetes clone X083)
Cutibacterium acnes
(anteriormente
Propionibacterium acnes)
Dialister invisus

Dialister pneumosintes
Filifactor alocis
Fusobacterium nucleatum
Parvimonas micra
Porphyromonas endodontalis
Prevotella baroniae
Pseudoramibacter alactolyticus
Pyramidobacter piscolens
Tannerella forsythia
Treponema socranskii

N OTNDNPFP P W N WO WO

O W O O OO NMNODNMMDN M~

Rocas et al. (53)

28

Infeccéo
priméaria

Ensaio de PCR
baseado em DNA

Atopobium sp. HMT 416
(anteriormente Atopobium sp.
HOT 416)

Bacteroidaceae [G-1] bacterium
HMT 272 (anteriormente
Bacteroidaceae sp. HOT-272)



Fretibacterium fastidiosum
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(anteriormente Fretibacterium 5 1
fastidiosum HOT-363)
Megasphaera sp. HMT 123
(anteriormente Megasphaera sp. 1 0
HOT-123)
Oribacterium sp. HMT 102
(anteriormente Oribacteriumsp. 2 0
HOT-102)
Saccharibacteria (TM7) [G-1]
bacterium HMT 346 0
(anteriormente TM7 sp. HOT-
346)
Stojanovi¢ etal. 51  Infeccéo Ensaio de PCR  Enterococcus faecalis 25 9
(110) primaria  baseado em DNA Porphyromonas gingivalis 9 0
Ferreiraetal. (80) 20 Infecgdo Reacdo de Actinomyces israelii 3 2
priméria Hibridizac&o Actinomyces oris 7 4
DNA-DNAde  Aggregatibacter 8 5
Captura Reversa  actinomycetemcomitans
Campylobacter gracilis 7 6
Campylobacter rectus 5 6
Campylobacter showae 7 6
Capnocytophaga gingivalis 1 4
Capnocytophaga ochracea 14 11
Capnocytophaga sputigena 7 5
Cutibacterium acnes
(anteriormente 6 6
Propionibacterium acnes)
Eikenella corrodens 6 7
Enterococcus faecalis 11 8
Enterococcus faecium 12 12
Eubacterium nodatum) 5 2
Fusobacterium nucleatum 5 1
subsp. nucleatum
Fusobacterium nucleatum ) ’
subsp. polymorphum
Fusobacterium nucleatum
. o 14 9
subsp. vincentii
Fusobacterium periodonticum 3 2
Gemella morbillorum 12 7
Lachnoanaerobaculum
saburreum (anteriormente 13 4
Eubacterium saburreum)
Leptotrichia buccalis 13 8
Neisseria mucosa 5 2



64

Parvimonas micra 13 9
Peptostreptococcaceae [XI][G-
6] [Eubacterium] nodatum
Porphyromonas endodontalis 7 5
Porphyromonas gingivalis 10 8
Prevotella intermedia 9 6
Prevotella melaninogenica 8 5
Prevotella nigrescens 10 5
Schaalia odontolytica
(anteriormente Actinomyces 3 2
odontolyticus)
Selenomonas noxia 3 5
Streptococcus anginosus 13 9
Streptococcus constellatus 7 5
Streptococcus gordonii 7 6
Streptococcus intermedius 9 7
Streptococcus mitis 10 6
Streptococcus sanguinis 7 8
Tannerella forsythia 3 2
Treponema denticola 5 3
Treponema socranskii 8 4
Veillonella parvula 13 11
mes et al. (7) 15 Infeccdo Sequenciamento  Atopobium sp. HMT 199
priméaria de Nova Geragdo (anteriormente Atopobium sp 3 1
(NGS) oral taxon 199)

Bacteroidaceae [G-1] bacterium
HMT 272 (anteriormente 3
Bacteroidaceae [G-1] sp oral
taxon 272)
Desulfobulbus sp. HMT 041
(anteriormente Desulfobulbussp 10 0O
oral taxon 041)
Dialister invisus 7 7
Dialister pneumosintes 3 1
Enterococcus faecalis 15 15
Erysipelotrichaceae [G-1]
bacterium HMT 905
(anteriormente 3 1
Erysipelothrichaceae[G-1] sp
oral taxon 905)
Eubacterium [11] [G-6] 5 1
nodatum)
Filifactor alocis 9 8
Fretibacterium fastidiosum 6 6
Fretibacterium sp. HMT 360
(anteriormente Fretibacterium 1 3

sp oral taxon 360)



Mogibacterium timidum
Parvimonas micra

Parvimonas sp. HMT 110
(anteriormente Parvimonas sp
oral taxon 110)
Peptostreptococcaceae [XI][G-
1] [Eubacterium] infirmum
Peptostreptococcaceae [XI][G-
1] bacterium HMT 383
Peptostreptococcaceae [XI][G-
2] bacterium HMT 091
Peptostreptococcaceae [XI][G-
4] bacterium HMT 369
Peptostreptococcaceae [XI][G-
5] [Eubacterium] saphenum
Peptostreptococcaceae [XI][G-
6] [Eubacterium] minutum
Peptostreptococcaceae [XI][G-
6] [Eubacterium] nodatum
Peptostreptococcaceae [XI][G-
9] [Eubacterium] brachy
Peptostreptococcaceae
bacterium oral taxon 113 str.
W5053

Peptostreptococcus stomatis
Porphyromonas endodontalis
Porphyromonas gingivalis
Prevotella nigrescens
Pseudoramibacter alactolyticus
Rothia dentocariosa

Rothia mucilaginosa
Stomatobaculum longum
Streptococcus anginosus
Streptococcus constellatus
Streptococcus gordonii
Streptococcus salivarius
Streptococcus sanguinis
Tannerella forsythia
Treponema denticola
Treponema maltophilum
Treponema socranskii
Treponema sp. HMT 256
Treponema sp. HMT 257
Treponema sp. HMT 258
Veillonella rogosae
Veillonellaceae [G-1] bacterium

11
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HMT 132 &
bacterium HMT 150

Pinheiro et al. 20 Infeccéo Ensaio de PCR Enterococeus faecalis 13 6
(26) secundaria baseado em DNA
Provenzanoetal. 18 Infeccdo Ensaio de PCR  Fusobacterium nucleatum 13 5
(70) primaria  baseado em DNA Parvimonas micra 9 5
Porphyromonas endodontalis 8 1
Pseudoramibacter alactolyticus 8 4
Rodrigues et al. 58 Infeccdo Ensaio de PCR .
(111) secundaria baseado em DNA Enterococcus faecalis 19 0
Zandietal.(55)F 49 Infecga(? Ensaio de PCR Enterococcus faecalis 3 1
secundaria baseado em DNA
Cavalli et al. 30 Infeccdo Reacéo de Actinomyces israelii 2 0
(112) primaria Hibridizac&o Actinomyces oris 4 1
DNA-DNA de  Aggregatibacter 8 10
Captura Reversa  Actinomycetemcomitans
Campylobacter gracilis 10 9
Campylobacter rectus 8 11
Campylobacter showae 6 2
Capnocytophaga gingivalis 3 4
Capnocytophaga ochracea 16 13
Capnocytophaga sputigena 8 8
Cutibacterium acnes
(anteriormente 9 11
Propionibacterium acnes)
Eikenella corrodens 6 9
Enterococcus faecalis 14 10
Enterococcus faecium 8 9
Eubacterium nodatum) 8 5
Fusobacterium nucleatum 5 4
subsp. nucleatum
Fusobacterium nucleatum
3 2
subsp. polymorphum
Fusobac_terlun_]_ nucleatum 16 16
subsp. vincentii
Fusobacterium periodonticum 6 6
Gemella morbillorum 12 10
Lachnoanaerobaculum
saburreum (anteriormente 7 4
Eubacterium saburreum)
Leptotrichia buccalis 14 15
Neisseria mucosa 4 2
Parvimonas micra 8 6
Peptostreptococcaceae [XI][G- 8 5
6] [Eubacterium] nodatum
Porphyromonas endodontalis 8 3
Porphyromonas gingivalis 14 14
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Prevotella intermedia 9 7
Prevotella melaninogenica 13 11
Prevotella nigrescens 6 2
Schaalia odontolytica
(anteriormente Actinomyces 3 1
odontolyticus)
Selenomonas noxia 6 8
Streptococcus anginosus 12 12
Streptococcus constellatus 10 12
Streptococcus gordonii 8 10
Streptococcus intermedius 12 10
Streptococcus mitis 12 13
Streptococcus sanguinis 7 12
Tannerella forsythia 8 7
Treponema denticola 7 3
Treponema socranskii 10 5
Veillonella parvula 9 7
Da Silva et al. 10 Infecgdo Ensaio de PCR Enterococeus faecalis 4 )
(113)% priméaria  baseado em DNA
Zandietal. (21)f 10 Infeccdo  Sequenciamento  Acinetobacter baumanni 1 1
secundaria de Nova Geragdo  Actinomyces gerencseriae 2 0
(NGS) Actinomyces johnsonii 2 0
Actinomyces massiliensis 1 0
Actinomyces naeslundii 4 1
Actinomyces oris 2 0
Alloprevotella tannerae 2 3
Arachnia propionica
(anteriormente
_ . 1 1
Propionibacterium
propionicum)
Campylobacter gracilis 2 0
Campylobacter rectus 2 1
Cutibacterium acnes
(anteriormente 0 3
Propionibacterium acnes)
Dialister invisus 5 3
Dialister pneumosintes 1 0
Enterobacter hormaechei 3 1
Enterococcus casseliflavus 1 0
Enterococcus faecalis 2 0
Filifactor alocis 0 1
Fusobacterium naviforme 5 2
Fusobacterium nucleatum 7 5
Haemophilus parainfluenzae 2 1
Neisseria elongata 2 0
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Olsenella profusa

Olsenella uli

Parvimonas micra
Peptostreptococcus stomatis
Porphyromonas endodontalis
Porphyromonas gingivalis
Prevotella buccae

Prevotella denticola
Prevotella histicola
Prevotella intermedia
Prevotella maculosa
Prevotella nigrescens
Prevotella oralis

Prevotella oris

Prevotella oulorum
Prevotella pallens
Propionibacterium acidifaciens
Pseudomonas stutzeri
Pseudoramibacter alactolyticus
Rothia aeria

Rothia dentocariosa

Rothia mucilaginosa
Selenomonas sputigena
Slackia exigua
Solobacterium moorei
Streptococcus agalactiae
Streptococcus anginosus
Streptococcus australis
Streptococcus constellatus
Streptococcus cristatus clade
578 (anteriormente
Streptococcus oligofermentans)
Streptococcus gordonii
Streptococcus infantis
Streptococcus infelix
Streptococcus intermedius
Streptococcus mutans
Streptococcus oralis/mitis
Streptococcus peroris
Streptococcus sanguinis
Tannerella forsythia
Treponema denticola
Treponema lecithinolyticum
Treponema maltophilum
Treponema socranskii
Treponema socranskiiss buccale
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Veillonella dispar 3 1
Veillonella parvula 2 1
Orozco et al. 20 Infeccéo Reacdo de Actinomyces israelii 2 1
(114) primaria Hibridizacéo Actinomyces oris 1 2
DNA-DNAde  Aggregatibacter
- . 8 9
Captura Reversa  actinomycetemcomitans
Campylobacter gracilis 8 2
Campylobacter rectus 6 6
Campylobacter showae 4 2
Capnocytophaga gingivalis 1 3
Capnocytophaga ochracea 5 3
Capnocytophaga sputigena 7 5
Cutibacterium acnes
(anteriormente 7 9
Propionibacterium acnes)
Eikenella corrodens 5 4
Enterococcus faecalis 9 11
Enterococcus faecium 1 1
Eubacterium nodatum) 7 7
Fusobacterium nucleatum ) 5
subsp. nucleatum
Fusobacterium nucleatum
3 3
subsp. polymorphum
Fusobacterium nucleatum 9 .
subsp. vincentii
Fusobacterium periodonticum 6 5
Gemella morbillorum 7 6
Lachnoanaerobaculum
saburreum (anteriormente 2 1
Eubacterium saburreum)
Leptotrichia buccalis 7 10
Neisseria mucosa 2 3
Parvimonas micra 1 1
Peptostreptococcaceae [XI][G- 7 7
6] [Eubacterium] nodatum
Porphyromonas endodontalis 4 1
Porphyromonas gingivalis 9 10
Prevotella intermedia 4 6
Prevotella melaninogenica 9 8
Prevotella nigrescens 1 2
Schaalia odontolytica 3
(anteriormente Actinomyces 2
odontolyticus)
Selenomonas noxia 2 6
Streptococcus anginosus 3 5
Streptococcus constellatus 10 9



Streptococcus gordonii
Streptococcus intermedius
Streptococcus mitis
Streptococcus sanguinis
Tannerella forsythia
Treponema denticola
Treponema socranskii
Veillonella parvula
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Karatags et al. 45 Infeccdo Ensaio de PCR
(115) priméria  baseado em DNA

N
N
~

Enterococcus faecalis

Nardello et al. 20 Infeccéo Ensaio de PCR  Bacteroidaceae [G-1] bacterium
(116)% priméaria  baseado em RNA HMT 272
Cutibacterium acnes 8
Enterococcus faecalis 5 5

8 8

oo

Amostras coletadas antes (S1) e apds (S2) o preparo quimico-cirdrgico *Estudo baseado em RNA ribossomal
(rRNA). 1 Alguns achados dos seguintes estudos ndo foram incluidos porque ndo tinham sido identificados a
nivel de espécie: Da Silva et al., 2017 (Candida spp.), Nardello et al.,2020 (Selenomonas spp.), Neves et al.,
2014 (Streptococcus spp.), Provenzano et al., 2015 (Actinobacteria, Dialister spp. and Streptococcus spp.),
Récas & Siqueira, 2010 (Streptococcus spp.), Rd¢as & Siqueira, 2011a (Streptococcus spp.), Ro¢as & Siqueira,
2011b (Streptococcus spp.), Rodrigues et al., 2015 (Streptococcus spp.), Zandi et al., 2016 (Streptococcus spp.) e
Zandi et al., 2018 (Saccharibacteria).

Fonte: a Autora

Figura 5.2. Risco de viés dos estudos incluidos

Q9
Q8
Q7
Q6
Q5
Q4
Q3
Q2
Ql

MBaixo EAlto ™ Confuso

Baseado no Checklist de Prevaléncia do Instituto Joanna Briggs, o risco de viés foi
considerado Baixo quando os pacientes foram recrutados por clinicas odontoldgicas regulares
e de referéncia (Q1); os critérios de inclusdo e exclusdo foram explicitos no textos (Q2); o
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calculo amostral foi descrito (Q3); as amostras foram descritas com detalhes suficientes,
fornecendo as informacdes como sexo, idade, dente e tipo de infeccdo (Q4); Se a populacéo
estudada estava hiper ou hipo representada nos subgrupos (Q5); A técnica para
identificacdo/deteccdo bacteriana foi adequada (Q6); os procedimentos foram realizados para
evitar a contaminagédo da amostra e as coletas do canal radicular foram realizadas pelo mesmo
operador (Q7); e poucas amostras (menos de 10%) foram descartadas devido a falha do
controle do esterilidade do campo operatério(Q7); Anélise estatistica apropriada (Q8); Os
critérios para a criacao de subgrupos foram objetivos (Q9).

Fonte: a Autora

Tabela 5.9 - Tabela da qualidade de evidéncia usando GRADE

Certainty assessment Nz de pl:lentes
Rela Ivo Certainty
N: dos | Delineamento Evidéncia Absoluto
. e indreta e R G

Andlise da pi lé em amostras inciais (avaliado com: nimero de casos positivos)

8 non- rave® rave® ndo grave raved forte . Ver IMPORTANTE
randomised | g J associagdo part\:\pan(es parti:lpantes comentério Bal“
studles

22.0% ndo
combinado

Andlise da p éncia de em amostras pds PQC (avaliado com: nimero de casos positivos)

8 non- grave® grave® ndo grave | grayebc forte 169 16 . Ver IMPORTANTE
randomised associacdo | participantes | participantes comentério Baixa
studies

9.0% néo
combinado

Andlise da léncia de ull em inclais (avaliado com: nimero de casos positivos)

4 non- rave® | muito grave! | N0 grave | grayebe viés de 96 23 - Ver BOOQ) | MPORTANTE
randomised 9 o9 9 publicagdo | participantes | participantes comentéria Imba\xa

studles altamente
suspeito - 24.0%
forte combinado
associagdo
todos 0§
potenc lais
fatores de
confusdo
sugeririam um
efeito esplrio
€, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi

observado.?

Andlise da p éncia de uli em pés PQC com: nimero de casos positivos)

4 non- rave® raved | ndograve | gravebe forte 96 10 . Ver CRIMCO
randomised | ° g d associagdo | participantes | participantes comentéria Mo@e(r?g

studles todos 05
patenclais . 10.0%
fatores de combinado

confusdo
sugeririam um
efeito esplrio
€, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi observado.

Analise da pi de Py em Inicials com: nimero de casos positivos)

5 non- nao i f | néo grave ¢ associagdo 126 32 - Ver CRITICO
randomised | grave multo grave grave muito forte | participantes | participantes comentdria (‘:2?@
studies todos os
potenclais . 25.0%
fatores de combinado
confusdo
sugeririam um
efeito espario
e, mesmo
assim,
nenhum efeito
fol observado.

Analise da léncia de Pyramidob iscolens em pés PQC (avaliado com: de casos positit

5 non- nao a néo grave cd todos 05 126 6 - Ver CRITICO
randomised | grave grave ! grave potenciais | participantes | participantes comentdrio eee0
studies fatores de Moderada
confusdo - 5.0% ndo
sugeririam um combinado
efeito espurio
&, mesmo

assim,
nenhum efeito
fol observado.

Cl: Confidence interval
Explanations

a. Foi observado uma alta heterogenelidade (25%> 17 <75%)

b. Intervalo de confianca amplo

¢. Estudo com pequeno nimero de eventos

d. Grafico de funil assimétrico

e, Risco de viés moderado de acordo com a ferramenta do Joanna Brigs Institute Appraisal
f. Foi observado uma alta heterogeneidade (17 >75%)
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T S I N
Certainty | Importancia

Relativo
N: dos | Delineamento Evidéncia Outras & " Absoluto
Andliseda pi de Bactei [G-1] bacterium HMT 272 em iniciais ( liado com: de casos positivos )
8 non- nao rave?® néo grave ravebc forte 189 81 . ver @@ CRITICO
randomised | grave 9 grav associagdo | participantes | participantes comentério A‘g)&)

studies todos os
potenciais - 43.0% nao
fatores de combinado
confusao

sugeririam um
efeito espurio
e, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi observado.

Anélise da pr léncia de Bac eae [G-1] bacterium HMT 272 em pds PQC ( com: nu de casos positivos)
8 non- nao 3 nao grave b.c forte 189 29 - Ver @@ CRITICO
randomised grave grave grave associagao participantes | participantes comentdrio A‘g@
studies todos os
potenciais - 15.0% néo
fatores de combinado
confusao

sugeririam um
efeito espurio
e, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi observado.

Analise da prevaléncia de Filifactor alocis em iniciais (; com:

de casos )

7 non- nao i e | ndo grave bc viés de 151 42 - Ver IMPORTANTE
randomised | grave muito grave grave publicacéo participantes | participantes comentério @?OO
studies altamente alxa
suspeito - 28.0% ndo
forte combinado
associagéo
todos os
potenciais
fatores de
confuséo
sugeririam um
efeito espuario
e, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi

observado.?

Anélise da prevaléncia de Filifactor alocis em pos PQC (avaliado com: nu de casos positivos)

7 non- nao a néo grave b.c viés de 151 20 - Ver CRITICO
randomised | grave grave grave publicacdo participantes | participantes comentéario ?@@9
studies altamente oderada
suspeito - 13.0%
forte combinado
associagao
todos os
potenciais
fatores de
confusdo
sugeririam um
efeito espurio
e, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi

observado.

Anélise da prevaléncia de Diali: i em inciais (; liado com: nimero de casos positivos)

5 non- nao nao grave nao grave b.c forte 109 20 - Ver @@ CRITICO
randomised | grave grave associacéo participantes | participantes comentario A\t(-aD®
studies todos os
potenciais - 18.0%
fatores de combinado
confusao
sugeririam um
efeito espurio
e, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi observado.

Andélise da pr e de Di em pés PQC (; com: nu de casos p )

5 non- nao ndo grave | ndo grave be forte 109 12 - Ver @D CRITICO
randomised | grave grave associacdo | participantes | participantes comentério A“C:)@
studies todos os
potenciais - 11.0%
fatores de combinado
confusdo
sugeririam um
efeito espuario
e, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi observado.

CI: Confidence interval
Explanations

a. Foi observado uma alta heterogeneidade (25%> 1 <75%)
b. Intervalo de confianca amplo

c. Estudo com pequeno numero de eventos

d. Grafico de funil assimétrico

e. Foi observado uma alta heterogeneidade (1? >75%)
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T p— Medepacientes | Efeto |
Risco a Relativo Certainty | Importéncia
N: dos | Delineamento Evidéncia Outras Absoluto
estudos | doestudo | 9 M indireta M consideragoes | lintervencécl | [comparacaol | (95% | (955 ci)

Anélise da prevaléncia de Atopobium sp. HMT 416 em amostras iniciais (avaliado com: nimero de casos positivos)

4 non- ndo i b | ndo grave a forte 121 15 CRITICO
muito grave rave @@@( )
randomised grave ulta grav grav associagao participantes | participantes comentario Moderada

studies todos os
potenciais - 12.0% nao
fatores de combinado
confusao
sugeririam um
efeito espario
e, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi observado

Anélise da prevaléncia de Atopobium sp. HMT 416 em amostras pés PQC

4 non- nao nao grave nao grave | nao grave todos os 121 2 - Ver @@@@ CRITICO
randomised grave potenciais participantes | participantes comentéario Alta
studies fatores de

confuséo - 2.0% nao
sugeririam um combinado
efeito espario
e, mesmo
assim,
nenhum efeito
foi observado.

CI: Confidence interval
Explanations

a. Grafico de funil assimétrico
b. Foi observado uma alta heterogeneidade (1 >75%)

IC- Intervalo de confianca; ExplicagBes: a. Foi observado uma alta heterogeneidade (25%> 12 <75%); b. A
maioria dos estudos ndo tinham como objetivo principal identificar bactérias antes e apds PQC; c. Intervalo de
confianga amplo; d. Estudo com pequeno nimero de eventos; e. Grafico de funil assimétrico; f. Risco de viés
moderado de acordo com a ferramenta do Joanna Brigs Institute Appraisal; g. Foi observado uma alta
heterogeneidade (12 >75%).

Fonte: a autora

A Figura 5.3 apresenta a frequéncia de tdxons bacterianos das amostras antes e apds o
preparo quimico-cirargico (PQC). Em geral, ap6s o PQC observou-se uma redugdo dos casos
positivos para a maioria dos taxons bacterianos. Em contrapartida, algumas espécies
apresentaram um aumento ap6s o PQC, incluindo Streptococcus constellatus, Enterococcus
faecium, Streptococcus gordonii, Streptococcus anginosus, Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus salivarius, Selenomonas noxia, Eikenella corrodens, Parvimonas sp.

HMT 110 e Capnocytophaga gingivalis.
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Figura 5.3 - Taxons bacterianos detectados em amostras de canais radiculares colhidas antes e apds o preparo
quimico-cirargico (PQC).

Streplococcus solivarius
Streptococcus gordonll
Streprococcus constellatus
Streptacoccus intermedius
Gemella morbillorum

Enterococcus faecium

Streptococcus anginosus

Streptococcus mitis

Selenomonos noxia

Streptococcus sanguinis

Parvimanas micra

Porvimonas sp. HMT 110

Veilionello parvula

Peptostreptococcaceae [XI|{G-6] [Eubocterium] nodatum
Firmicutes 1 Enterococcus faecalis
Selenomonos sputigena

ialister fnvisus

Peptostreptococcaceae [Xi]{G-5] [Eubocterium] saphenum
Lachnoanaerobaculum saburreum

Peptostreptococous stomatis

Fillfactor alocis

Solebacterum mooref

Peptostreptococcoceas [XI][G-4] bacterium HMT 369
Diglister pnevmasintes

Pseudoramibacter alactolytious

Peptostreptococcoceae [MIJG-1] bocterium HAT 383
tMogihacterium timidum

Peptosireplococcacene [XIJ[G-6] [Eubacterium] minutum
Peptostreptococcacece [Xi|fG-1] [Eubacterium] infirmum

B Olsenefto uli
Propionibacterium acidifaciens
Cutibocterium acnes
Actinomyces israelii

Rothio muciloginosa
Actinobacteria Actinomyces oris
Rathia dentacanasa

Atopobium sp. HMT 199

Schaalia odontolytica

Atapobivm rimae

Atopebium sp. HMT 416

Argchinia propionicd

Copnocytophaga ochracea

Prevotello melaninogenica
Bacteroidoceoe [G-1] bocterium HMT 272
Porphyromenas endodontalis
Copnocytophaga sputigend
Bacteroidetes . Tannerella forsythia
Prevotelia intermedia

Porphyromonas gingivelis

Prevatella boronige

Frevotella nigrescens

Caopnocytophaga gingivalis
Leptotrichio buccalis

Fusebacterium nucleatum ssp, vincentii
Fusobacterium nucleatum
Fusobacteria Fusobacterum periodonticum
Fusobacterium nucleatum ssp. nucleatum
Fusobocterium nucleatum ssp. polymorphum
Aggregotibocter octinomycetemcomitans

T

Campylobacter grocilis
Campylobacter rectus
Campylobacter showae
Neissenio mucosa

Proteobacteria -

Fikenelia corradens
| Treponema denticola

Spirochaetes Trepanema socranskil
“| Treponema moltophilum

Pyramidobacter piscolens
Fretibacterium fostidiosum

Synergistetes -

”|un"“'||]“uuuwu“"mumw

m Antes PQC  m Apds PQC

Fonte: a autora
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5.1.2 Meta-analise

As figuras 5.4 a 5.12 apresentam os graficos da meta-analise e do funil dos seguintes
taxons bacterianos: Atopobium sp. HMT-416 (figura 5.4), Bacteroidaceae [G-1] bacterium
HMT 272 (figura 5.5), Dialister invisus (figura 5.6), Dialister pneumosintes (figura 5.7),
Filifactor alocis (figura 5.8), Olsenella uli (figura 5.9), Pseudoramibacter alactolyticus
(figura 5.10), Pyramidobacter piscolens (figura 5.11) e Solobacterium moorei (figura 5.12).
Bactérias ndo cultivaveis ou de dificil cultivo detectadas apenas uma ou duas vezes nao foram

incluidas na meta-andlise (ex. Fretibacterium fastidiosum).

Figura 5.4 - Meta-anélise de prevaléncia de Atopobium sp. HMT-416 detectado antes (S1) e apds(S2) o preparo
quimico-cirdrgico

Estudo $1 n Proporgdo  95%1C. Peso Estudo $2 n Proporgao  95%1C. Peso

Neves etal. (52) 122 - 005 [000,023] 230% Neves etal (52) 022 -— 000 [000,0.15] 183%
Rogas etal (53) 128 - 004 [0000.18] 249% Rogas etal. (53) 028 -— 000 [000,0.12) 232%
Rocas Siqueira, (51) 124 -— 004 [000,021] 237% Rogas 51) 024 — 000 [0.00,0.14) 19.9%
Rocas, Siqueira, (47) 12 47 - 026 (0.14;0.40] 283% Récas. 247 - 004 [001,0.15] 386%

Random effects model : - 0.09 [0.01; 0.21) 100.0% Random effects model 001 [0.00; 0.04] 100.0%
Heterogenedy. [ = T1%, 7 = 0 Heterogenety. /* = 0%, 1 0,

.
2 o T T T g st g T T—T— T
genety 0202, 7} = 10,19 (o= 0.02) 13 %198 (o = 0.58)

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

O grafico de funil a esquerda representa a heterogeneidade entre os estudos em S1 e o da direita a de S2. Os
quadrados e as linhas horizontais representam a prevaléncia estimada do estudo e intervalo de confianga (IC) de
95%, respectivamente. O tamanho das caixas quadradas é proporcional ao peso de cada estudo na meta-analise.
O diamante representa a prevaléncia combinada e os ICs de 95% correspondentes. A alta heterogeneidade (12
>50%) fica claro pela disposicdo espalhada das caixas quadradas.

Fonte: A autora

Figura 5.5 - Meta-analise de prevaléncia de Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 detectado antes (S1) e
apos (S2) o preparo quimico-cirdrgico

Estudo st n Proporgio  95% IL.C. Peso Estudo s2 n Proporgio  95%1C. Peso

Gomes etal (7) 715 . 047 [021,073] 11.1% Gomes etal (7) 315 - 020 [004;048) 108%
Nardello et al (116) 82 - e 040 [0.19,064] 122% Nardello et al (116) 8 — 040 [0.19,064] 121%
—— 041 (021,064 126% e 6 —— 027 (011,050 126%

—— 021 {0.08:041] 134% -— 004 [000018] 136%
—_— 033 [0.16,055] 129% - 008 [001:027] 129%

.- 017 [008;031] 154%

-—— 007 [000;032] 108%

fffff 000 [000,019] 11.7%

L 068 (0.53,081] 149%
- 053 (027,079) 11.1%
- 017 [0.04,041] 118%

& —e 0.40 [0.27; 0.54] 100.0% o 013 [0.05; 0.23] 100.0%
9, 73 = 24.78 (/<0 01) ) 2041 <00
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O gréfico de funil a esquerda representa a heterogeneidade entre os estudos em S1 e o da direita a de S2. Os
quadrados e as linhas horizontais representam a prevaléncia estimada do estudo e intervalo de confianga (IC) de
95%, respectivamente. O tamanho das caixas quadradas é proporcional ao peso de cada estudo na meta-analise.
O diamante representa a prevaléncia combinada e os ICs de 95% correspondentes. A alta heterogeneidade (12
>50%) fica claro pela disposicdo espalhada das caixas quadradas.

Fonte: A autora
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Figura 5.6 - Meta-andlise de prevaléncia de Dialister invisus detectado antes (S1) e ap6s (S2) o preparo quimico-

i -
Estudo st on Proporgao  95%1C. Peso Estudo s2 n Proporgdo  95%1C. Peso
Gomes etal (7) 715 —S—— 047 [021,073] 118% Gomes etal (7) 715 - 047 [021,073) 117%
Neves etal (52) 522 —ai— 023 [008045] 131% Neves etal (52) 422 L 0.18 [005/0.40] 131%
Rogas Siqueira, (51) 724 — 029 (013,051 133% Rocas Siqueira, (51) 2 24 - 008 [001,027) 134%
Rogas, Siqueira, (47) 27 47 —— 057 [042:072] 150% Rocas, Siqueira, (47) 10 47 .- 021 [0.11:0.36] 154%
Rogas, Siqueira, (50) 5 15 —-— 033 [0.12:062] 118% ROcas, Siqueira, (50) 2 15 e 013 [002:0.40] 117%
Sakamoto et al (6) 118 - 006 [000,027] 124% Sakamoto et al. (6) 018 . 000 [000:0.19] 124%
Sakamoto et al. (6) 218 - 011 [001:0.35] 124% Sakamoto et al. (6) 018 - 000 [000,0.19] 124%
Zandi etal (21) 510 —— 050 [0.19,081] 102% Zandi etal (21) 310 S 030 (007,085 99%
Random effects model F — 0.31 [0.17; 0.46] 100.0% Random effects model 5, —— 0.13 [0.04; 0.25] 100.0%
Heterogenedy. I° = 75%, +* = 00350, 77 = 27.45 (/< 0.01)" T Heterogenedy. I° = 70%, +* = 00286, 5 = 2372 (p/< 0.00) v T 1

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

O gréfico de funil a esquerda representa a heterogeneidade entre os estudos em S1 e o da direita a de S2. Os
quadrados e as linhas horizontais representam a prevaléncia estimada do estudo e intervalo de confianca (IC) de
95%, respectivamente. O tamanho das caixas quadradas é proporcional ao peso de cada estudo na meta-analise.
O diamante representa a prevaléncia combinada e os ICs de 95% correspondentes. A alta heterogeneidade (12
>50%) fica claro pela disposicéo espalhada das caixas quadradas.

Fonte: A autora

Figura 5.7 - Meta-andlise de prevaléncia de Dialister pneumosintes detectado antes (S1) e apds
(S2) o preparo quimico-cirdrgico

Estudo s1n Proporgio  95%1C. Peso Estudo s2 n Proporgéo  95%I1.C. Peso
Gomes etal (7) 315 —— 020 004,048 139% Gomes etal (7) 115 Za— 007 [000,032] 139%
Neves etal (52) 322 e 0.14 [0.03,0.35] 20.2% Neves etal (52) 222 e 009 [001,029] 20.2%
Rocas, Siqueira, (47) 10 47 —— 021 [0.11,036] 426% ROcas, Siqueira, (47) 6 47 -— 013 [0.05,026] 426%
Rocas, Siqueira, (50) 3 15 — 020 (004,048 139% Rogas, Siqueira, (50) 3 15 ——— 020 {004,048 139%
Zandietal (21) 110 ——— 010 [000,045] 9.4% Zandi etal (21) 010 — 000 [000,031] 94%
Random effects model 5 S 0.18 [0.11; 0.26) 100.0% Random effects model . S — 0.10 [0.04; 0.17) 100.0%
Heterogensty. 14 = 0%, & = 0, 13 = 0.86 (o = 0.93) T T Heterogenesy: 1° = 0%, = 0, 73 = 304 (p = 0.55) L

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

O gréfico de funil & esquerda representa a heterogeneidade entre 0s estudos em S1 e o da direita a de S2. Os
quadrados e as linhas horizontais representam a prevaléncia estimada do estudo e intervalo de confianga (IC) de
95%, respectivamente. O tamanho das caixas quadradas é proporcional ao peso de cada estudo na meta-analise.
O diamante representa a prevaléncia combinada e os ICs de 95% correspondentes. A alta heterogeneidade (12
>50%) fica claro pela disposicéo espalhada das caixas quadradas.

Fonte: A autora

Figura 5.8 - Meta-andlise de prevaléncia de Filifactor alocis detectado antes (S1) e apds (S2) o preparo quimico-

cirtrgico

Estudo $1n Proporgéo  95%1.C. Peso Estudo $2 n Proporgao  95%I1C. Peso
Gomes etal (7) 915 —— 060 [0.32,084] 134% Gomes etal (7) 815 —-—— 053 (027,079 131%
Neves etal. (52) 622 —— 027 [0.11,050] 150% Neves etal (52) 222 - 009 (001,029] 151%
Rogas Siqueira, (51) 724 —t— 029 [0.13;051] 153% Rocas Siqueira, (51) 2 24 e 008 [001,027] 155%
Rogas, Siqueira, (47) 17 47 —.-— 036 [023,051] 17.3% Rogas, Siqueira, (47) 6 47 = ot 013 [005,026] 18.1%
Rocas, Siqueira, (50) 2 15 ——— 013 (0020.40] 134% Rocas, Siqueira, (50) 115 - 007 [000;032] 131%
Sakamoto et al (6) 118 - 006 [000,027] 142% Sakamoto et al (6) 018 — 000 [000;0.19] 14.1%
Zandi etal (21) 010 -— 000 (000,031 115% Zandi etal (21) 110 —-— 010 000;045] 11.0%
Random effects model 3 _— 023 [0.10; 0.38] 100.0% Random effects model 3 —— 0.1 [0.03; 0.23] 100.0%
Heterogeneay. 1* = 13%, # = 00315, 2 =219 oo T T T 1 Heterogenesy. 1 = 66%, 7 = 00232, 2 = 17.76 (o/< 0. 01 L —

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

O grafico de funil a esquerda representa a heterogeneidade entre os estudos em S1 e o da direita a de S2. Os
quadrados e as linhas horizontais representam a prevaléncia estimada do estudo e intervalo de confianga (IC) de
95%, respectivamente. O tamanho das caixas quadradas € proporcional ao peso de cada estudo na meta-analise.
O diamante representa a prevaléncia combinada e os ICs de 95% correspondentes. A alta heterogeneidade (12
>50%) fica claro pela disposicdo espalhada das caixas quadradas.

Fonte: A autora
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Figura 5.9 - Meta-analise de prevaléncia de Olsenella uli detectado antes (S1) e ap6s (S2) o preparo quimico-

Estudo $1 n Proporgao  95%I1C. Peso Estudo $2 n Proporgdo 95%I1C. Peso
Rogas, Siqueira, (47) 9 47 - 019 [009,033] 379% Rogas, Siqueira, (47) 547 - 011 [004,023] 419%
Rocas, Siqueira, (50) 10 15 - - 067 [0.38,088] 325% Rocas, Siqueira, (50) 515 — 033 [012,062] 314%
Zandi etal (21) 210 ——— 020 [0.03,056) 296% Zandi etal (21) 010 *—t 000 (000,031 267%
Random effects model i — 0.34 [0.08; 0.66) 100.0% Random effects model g — 0.12 [0.00; 0.32] 100.0%
Hetrogsnsy. I 82% ¢ # 00606, 53 = 120 @GO T T T Hettoganty. 1= 610 = 00273, 73615 (o L0059 T

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

O graéfico de funil & esquerda representa a heterogeneidade entre os estudos em S1 e o da direita a de S2. Os
quadrados e as linhas horizontais representam a prevaléncia estimada do estudo e intervalo de confianca (IC) de
95%, respectivamente. O tamanho das caixas quadradas é proporcional ao peso de cada estudo na meta-analise.
O diamante representa a prevaléncia combinada e os ICs de 95% correspondentes. A alta heterogeneidade (12
>50%) fica claro pela disposicdo espalhada das caixas quadradas.

Fonte: A autora

Figura 5.10 - Meta-analise de prevaléncia de Pseudoramibacter alactolyticus detectado antes (S1) e ap6s (S2) o
preparo quimico-cirdrgico

Estudo st on Proporgdo  95%1C. Peso Estudo s2 n Proporgdo  95%1C. Peso
Gomes etal (7) 91 — 060 [032,084] 117% Gomes etal (7) 315 —— 020 [0.04,048] 114%
Neves et al. (52) 122 - 005 000,023 13.1% Neves etal (52) 022 -— 000 [000;0.15] 133%
Provenzano etal (70) 8 18 —— 044 (022,069 124% Provenzano etal (70) 4 18 —— 022 (0.06,0.48] 123%
Rocas Siqueira, (51) 124 -— 004 [000,021] 134% Rocas Siqueira, (51) 0 24 -— 000 {0.00,0.14] 13.7%
ROcas, Siqueira, (47) 9 47 e 019 [009:033] 152% Rocas, Siqueira, (47) 5 47 -— 011 [004,023] 165%
Rocas, Siqueira, (50) 4 15 —— 027 (008;055] 11.7% Rocas, Siqueira, (50) 3 15 —— 020 {004,0.48] 11.4%
Sakamoto et al. (6) 318 - 017 [004;041] 124% Sakamoto et al. (6) 018 - 000 [000,0.19] 123%
Zandi etal (21) 210 — 020 003,056 10.1% Zandi etal (21) 110 e 010 {000,045 93%
Random effects model % —— 022 [0.10; 0.35] 100.0% Random effects model @ ~— 0.07 [0.01; 0.16] 100.0%
Hoterogenedy. 1 = 12%, ¢ = 00312, 73 = 2622 (6'< 0.01)" Heterogenedy. I = 61%, 1 = 0.0186, 73 = 17.91 (6= 0.01)
0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

O grafico de funil a esquerda representa a heterogeneidade entre os estudos em S1 e o da direita a de S2. Os
quadrados e as linhas horizontais representam a prevaléncia estimada do estudo e intervalo de confianga (IC) de
95%, respectivamente. O tamanho das caixas quadradas é proporcional ao peso de cada estudo na meta-analise.
O diamante representa a prevaléncia combinada e os ICs de 95% correspondentes. A alta heterogeneidade (12
>50%) fica claro pela disposicdo espalhada das caixas quadradas.

Fonte: A autora

Figura 5.10 - Meta-andlise de prevaléncia de Pyramidobacter piscolens detectado antes (S1) e apés (S2) o
preparo quimico-cirdrgico

Estudo st n Proporgio  95%IC. Peso Estudo s2 n Proporgéo  95%1C. Peso
Neves etal. (52) 222 --—i- 009 [001,029] 19.9% Neves etal. (52) 022 -— 000 [0.00,0.15] 19.3%
Rocas Siqueira, (51) 4 24 B 017 [005,037] 203% Rocas Siqueira, (51) 024 - 000 [0.00,0.14] 203%
ROcas, Siqueia, (47) 16 47 . 034 [021,049] 227% ROcas, Siqueira, (47) 4 47 - 009 [0.02,020] 280%
Rocas, Siqueira, (50) 9 15 —— 060 [0.32,084] 18.0% Rocas, Siqueira, (50) 2 15 —-— 013 [0.02,040] 15.3%
Sakamoto et al (6) 118 - 006 {0.00,027] 19.0% Sakamoto et al (6) 018 -— 000 [0.00,019] 17.1%
Random effects model & — - 0.23 [0.08; 0.41] 100.0% Random effects model % - . 0.02 [0.00; 0.09] 100.0%
Heteogenssy. 1 = 8%, 7 = 00362, 73 = 1 18 ooy T T T esropensty. 1= 43%, 7 = 00078, =106 p Lo T T T T

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

O gréfico de funil a esquerda representa a heterogeneidade entre os estudos em S1 e o da direita a de S2. Os
quadrados e as linhas horizontais representam a prevaléncia estimada do estudo e intervalo de confianca (IC) de
95%, respectivamente. O tamanho das caixas quadradas é proporcional ao peso de cada estudo na meta-analise.
O diamante representa a prevaléncia combinada e os ICs de 95% correspondentes. A alta heterogeneidade (12
>50%) fica claro pela disposicdo espalhada das caixas quadradas.

Fonte: A autora
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Figura 5.11 - Meta-analise de prevaléncia de Solobacterium moorei detectado antes (S1) e apds (S2) o preparo
quimico-cirdrgico

Estudo stn Proporgio  95%1C. Peso Estudo s2 n Proporgdo  95%1.C. Peso
Rocas Siqueira, (51) 2 24 —-— 008 001,027 220% 124 -— 004 (000,021 210%
Rogas, Siqueira, (47) 11 47 - 023 [012,038] 297% 847 - 017 [008,031] 408%
Rocas, Siqueira, (50) 3 15 e 020 [004048] 168% 315 —_— 020 (004,048 133%
Sakamoto et al (6) 118 -— 006 (000,027 18.7% Sakamoto et al (6) 118 -—— 006 (000,027 159%
Zandi etal (21) 010 — 000 [000,031] 128% Zandi etal (21) 110 —— 010 (000,0.45] 90%
Random effects model $ —-— . 0.12 [0.04; 0.22] 100.0% Random effects model e = 0.11 [0.05; 0.18] 100.0%

ay. 1* = 43%, 7 = 0.0088, 73 = 7.04 (o {0 13) —T T Heterogenety. ° = 0%, & = 0, 3 = 375 (o = 0.44) R e e |

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

O gréfico de funil a esquerda representa a heterogeneidade entre os estudos em S1 e o da direita a de S2. Os
quadrados e as linhas horizontais representam a prevaléncia estimada do estudo e intervalo de confian¢a (IC) de
95%, respectivamente. O tamanho das caixas quadradas é proporcional ao peso de cada estudo na meta-analise.
O diamante representa a prevaléncia combinada e os ICs de 95% correspondentes. A alta heterogeneidade (12
>50%) fica claro pela disposicéo espalhada das caixas quadradas.

Fonte: A autora
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6 DISCUSSAO

O presente estudo aplicou pela primeia vez 0 método de NGS baseado em rRNA e
DNA para a analise de bactérias potencialmente ativas nas infeccGes endodonticas; avaliou o
metabolismo de bactérias especificas apds o PQC pela razdo rRNA/DNA dos ensaios de
gPCR; e revisou sistematicamente as bactérias persistentes apds o PQC. Para melhor

organizacdo e entendimento dessa sessdo, optou-se por dividi-la em topicos.

6.1 NGS baseado em rRNA e DNA para analise da comunidade bacteriana ativa nas

infeccBes endodonticas primarias

O presente estudo usou o método de NGS baseado em rRNA e DNA para pesquisar
bactérias ativas em infeccBes endodbnticas. Embora a razdo rRNA/DNA dos dados de NGS
tenha sido amplamente aplicada em amostras ambientais (24,44,45), este foi 0 primeiro estudo
a usar essa abordagem para explorar comunidades bacterianas ativas em canais radiculares de
dentes com periodontite apical. Apesar do nimero limitado de amostras, 0 presente estudo
teve como objetivo avaliar o impacto dessa estratégia na busca de bactérias potencialmente

patogénicas em infec¢BGes endoddnticas, examinando, assim, amostras de rRNA e DNA.

No geral, a composicdo bacteriana dos canais radiculares foi semelhante no
sequenciamento de DNA e rRNA. No entanto, alguns taxons foram encontrados apenas na
analise baseada em DNA, sugerindo que DNA residual de células ndo viaveis foi amplificado.
Estudos anteriores também mostraram que o DNA de bactérias mortas pode persistir nos
canais radiculares e pode levar a uma superestimativa do nimero de taxons detectados (23).
Da mesma forma, a presenca de DNA contaminante em pontas de papel estéril pode fornecer
resultados falso-positivos na analise do microbioma de amostras clinicas (117). Portanto, uma
estratégia integrada de rRNA e DNA foi proposta como um método mais preciso para avaliar
a atividade bacteriana e, assim, destacar a presenca de células ativas em uma comunidade
bacteriana (24,44-46).
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Em geral, apenas parte das bactérias detectadas pelo DNA parecia estar
metabolicamente ativa ap0s a investigacdo das respectivas amostras de rRNA e célculo da
razdo rRNA/DNA. Particularmente, a abundancia de rRNA de Firmicutes ndo seguiu a
respectiva abundancia relativa na analise de DNA. Esse achado sugere que alguns membros
desse filo podem ndo estar participando ativamente da infeccdo endodontica, o que pode ser
explicado pelo efeito de diversos fatores ecoldgicos nos canais radiculares infectados (118).
Em dentes com necrose pulpar, é esperada uma diminuicdo da atividade dos colonizadores
precoces do biofilme com um aumento concomitante de organismos anaerobios (118). De
fato, Pseudoramibacter, um género bacteriano anaerdbio estrito Gram-positivo, foi 0 membro
mais dominante e ativo de Firmicutes, o que estd de acordo com estudos anteriores de NGS
baseados em DNA (15,16,36,119)

Da mesma forma, os géneros mais abundantes e ativos nas amostras de canais
radiculares incluiam organismos anaerobios estritos Gram-negativos, como Prevotella,
Porphyromonas, Bacteroidales [G-2] e Fusobacterium. Estudos anteriores de NGS relataram
Prevotella, Porphyromonas e Fusobacterium entre os 5 géneros mais abundantes em amostras
endodénticas (8,13,15,17-19,34,36). No nivel de espécie, P. intermedia, P. endodontalis e F.
nucleatum foram considerados membros ativos nos canais radiculares de dentes com
periodontite apical, o que é semelhante aos resultados de culturas anteriores ou analises

moleculares.

A comparacdo entre a abundancia bacteriana no nivel de filo também revelou um
ligeiro aumento de Actinobacteria, Sinergistetes e Spirochaetes nos dados de sequenciamento
de rRNA. Olsenella, Fretibacterium e Treponema foram os géneros representativos dos filos
acima citados, respectivamente. Os tadxons dominantes dentro desses géneros incluem
Olsenella uli, Olsenella sp. HMT 939 e Olsenella sp. HMT 809. Alguns taxons de baixa
abundancia também estavam ativos, incluindo Fretibacterium fastidiosum, Fretibacterium sp.
HMT 358, Treponema denticola e Treponema maltophilum. Mais importante, a estratégia
integrada de rRNA e DNA usada no presente estudo revelou a atividade de algumas espécies

ndo cultivadas ou dificeis de cultivar.

Proteobacteria foi encontrada em abundéncia relativa baixa (< 1%) por ambas as
analises de DNA e rRNA; Campylobacter foi um membro ativo representativo desse filo.
Nossos dados contrastam com os de estudos anteriores que relataram o filo Proteobacteria

como 0 mais abundante em infec¢Ges endododnticas (16,19,39,119). Essas discrepancias
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podem estar relacionadas a diferencas nos protocolos usados para coleta microbioldgica do

canal radicular, sequenciamento e andlise de bioinformatica, entre outros fatores (8,9).

No geral, a comunidade bacteriana ativa nos casos coletados era composta
principalmente de membros de Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Fusobacteria,
Proteobacteria, Synergistetes e Spirochaetes. Mais especificamente, a razdo rRNA/DNA dos
dados de NGS revelou a atividade de membros cultivados e ndo cultivados desses filos,
sugerindo seu possivel papel ativo na infeccdo no momento da coleta do canal radicular. No
entanto, como a atividade bacteriana nos canais radiculares pode variar ao longo do tempo e
sob mudancas ecoldgicas, estudos que incluam dentes com diferentes condi¢des endodbnticas
devem ser realizados para encontrar achados mais conclusivos sobre o perfil das bactérias
funcionais nas infec¢bes endoddnticas. Em conclusdo, a abordagem integrada de NGS
baseada em DNA e rRNA usada no presente estudo foi particularmente importante para o
estudo da atividade de bactérias ainda ndo cultivadas ou de dificil cultura em infeccGes
endodonticas.

6.2 Ensaios de gPCR baseados em rRNA e DNA para anélise de bactérias ativas apds o

preparo quimico-cirurgico

Este estudo avaliou a atividade metabdlica de bactérias especificas que persistiram
apos o preparo quimico-cirurgico. Um ponto forte deste estudo foi o método de anélise
bacteriana, que usou uma abordagem integrada de DNA e rRNA. Os genes 16S rRNA (DNA)
foram usados como moldes para qPCR para estimar o nimero de bactérias, enquanto o rRNA
(cDNA) foi usado como um indicador de viabilidade bacteriana. A correlagdo entre os dados
de ambos os ensaios gPCR deu uma estimativa da atividade metabdlica das bactérias nas
amostras dos canais radiculares. No entanto, € importante notar que abordagens diferentes das
mencionadas acima, como estratégias protedmicas para sequenciamento de peptideos e
identificacdo de proteinas, podem fornecer informagdes mais precisas sobre as respostas
comportamentais das bactérias ao estresse imposto pelo preparo quimico-cirdrgico. Os pontos

fracos deste estudo incluem a analise de poucas espécies bacterianas em um tamanho de
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amostra limitado, compreendendo apenas dentes unirradiculares. Os canais unirradiculares
médios/ largos foram incluidos neste estudo por apresentarem as melhores condicBes para a
coleta de amostras de canais radiculares, pois as pontas de papel podem atingir facilmente o
comprimento de trabalho com melhor controle da assepsia. Além disso, 0 nimero limitado de
espécies estudadas deveu-se ao pequeno volume de suspensédo de acidos nucléicos disponivel
ap0s a extracdo. Recentemente, uma estratégia integrada de sequenciamento de ultima
geracdo baseada em rRNA e DNA foi apresentada como uma abordagem mais sofisticada
para a analise da atividade de diferentes tdxons bacterianos em amostras de canais radiculares
(120). No presente estudo, a comparagdo direta do ensaio de gPCR baseado em rRNA e a
analise baseada em DNA de amostras de canal radicular revelou que Bacteroidaceae [G-1]

bacterium HMT 272 persistiu ativo ap0s o preparo quimico-cirdrgico.

Os conceitos de sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo (VPP)
costumam ser usados como medidas de desempenho para testes diagnosticos (121). No
presente estudo, essas medidas foram dependentes do ensaio e da amostra. No geral, 0 qPCR
baseado em DNA foi menos sensivel do que o baseado em rRNA para a deteccao de bactérias
em infec¢cdes endoddnticas. Esse achado pode ser explicado pelo fato de que bactérias ativas
apresentam maior nimero de copias de rRNA do que os respectivos genes 16S rRNA (DNA)
(42). Um alto valor preditivo positivo (100%) foi encontrado para os ensaios de qPCR
baseados em DNA especificos para Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272. No entanto,
um baixo VPP (33%) foi encontrado para o ensaio especifico para Selenomonas spp.,
indicando o risco de resultados falso-positivos ao pesquisar 0 DNA dessas espécies em
amostras pos-instrumentacao. Para este ensaio especifico, 2 de 3 casos positivos para DNA
foram negativos para rRNA, sugerindo que o gPCR baseado em DNA pode ter detectado
células mortas ap6s PQC. Esses achados estdo de acordo com um estudo anterior comparando
a capacidade da PCR baseada em rRNA e DNA na detecgdo de Streptococcus em canais
radiculares (88). Esses dados sugerem que 0 uso de qPCR baseado somente em DNA pode
prejudicar a analise precisa da suscetibilidade de espécies bacterianas especificas aos
procedimentos endodénticos. Futuros estudos, incluindo um tamanho maior de amostra e
diferentes taxons bacterianos, devem ser realizados para comparar a capacidade dos métodos

baseados em rRNA e DNA em detectar patégenos endodonticos.

A abordagem integrada de gPCR baseada em rRNA e DNA foi particularmente

importante para revelar a atividade de Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272, que é um



83

dos tdxons ndo cultivados mais prevalentes em infec¢gdes endoddnticas (32,50,52,53,122). Os
ensaios de rRNA e DNA detectaram esse taxon em 50% e 40% das amostras iniciais,
respectivamente, confirmando achados anteriores (50,53,122). Todas as amostras S1 positivas
para Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 ainda mostrou niveis detectaveis de DNA e
rRNA em amostras S2. Os dados sobre a prevaléncia desse t&xon em amostras pds-PQC séo
conflitantes (50,51,53). Essas discrepancias podem estar relacionadas a diferengas nos
protocolos utilizados para o preparo de canais radiculares e analises microbioldgicas, entre

outros fatores.

Em resumo, os ensaios de qPCR revelaram que Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT
272 persistiu metabolicamente ativo em canais radiculares apds o preparo quimico-cirdrgico.
Todas as amostras DNA-positivas também foram rRNA-positivas para ensaios de gPCR de
Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272. No entanto, gPCR baseado em DNA foi menos
sensivel do que o ensaio baseado em rRNA para detectar bactérias em amostras pés-
instrumentacdo. Novos estudos devem avaliar se a carga bacteriana viavel que persiste apds
procedimentos endoddnticos teria impacto na taxa de sucesso clinico. Além disso, esse
achado reforca a necessidade de se buscar estratégias mais eficazes para melhorar a

desinfec¢éo dos canais radiculares.

6.3 Natureza e prevaléncia de bactérias que persistem ap6s 0 preparo quimico-

cirargico: uma revisao sistematica e meta-analise

A presente revisao sistematica explorou a natureza e prevaléncia das bactérias apds o
preparo quimico-cirurgico. Oito filos bacterianos foram encontrados nas amostras pos-preparo
(em ordem decrescente de riqueza): Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Fusobacteria, Spirochaetes, Synergistetes e Saccharibacteria. Os pontos fortes desta revisao
sistematica sdo os rigorosos critérios de inclusdo e exclusdo dos estudos. Além disso, a
inclusdo dos estudos com amostras iniciais e pos-instrumentacdo também foi importante para

caracterizar a persisténcia bacteriana e descartar a possibilidade de contaminantes.
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A andlise molecular independente de cultura das amostras pds-instrumentacédo revelou
uma alta riqueza dentro dos filos bacterianos, que incluiu espécies cultivaveis e muitos taxons
bacterianos ainda ndo cultivados/dificeis de cultivar. Em geral, as taxas bacterianas presentes
nas amostras iniciais foram reduzidas, mas ndo eliminada ap0s o preparo quimico-cirurgico.
Portanto, um amplo espectro de taxons bacterianos foi observado nas amostras pés-
instrumentacdo. Curiosamente, a prevaléncia de algumas espécies aumentou ap6s 0S
procedimentos de desinfeccdo (e.x., estreptococos, Enterococcus faecium, Selenomonas
noxia, Solobacterium moorei, Capnocytophaga gingivalis e Peptostreptococcaceae [XI][G-4]
HMT 369). Esses achados sugerem uma resisténcia desses taxéns aos procedimentos
antimicrobianos atuais usados durante o preparo quimico-cirurgico. Portanto, futuros estudos
devem investigar o papel dessas espécies nas infeccdes endoddnticas persistentes e também
sua suceptibilidade a novas estratégias antimicrobianas. O conhecimento da natureza das
bactérias persistentes ap0s as diferentes etapas do tratamento endodéntico é muito importante,
pois elas tém o potencial para estabelecer uma infecgéo persistente no canal radicular e afetar

0 progndstico do tratamento.

O numero limitado de estudos incluidos representa um dos pontos fracos desta revisao.
Além disso, os estudos apresentaram um tamanho de amostra relativamente pequeno e
diferencas nos tipos de infec¢des endodénticas (primarias e secundarias), nos protocolos de
coletas das amostras microbiolégicas e nos métodos de anélise bacteriana. Os estudos usaram
diferentes métodos moleculares, com diferentes sensibilidades e especificidades, o que pode
ter contribuido para a alta heterogeneidade encontrada nas meta-analises. Outro fator que
pode ter contribuido para disparidade dos estudos foi o tipo da infec¢do endodontica: infeccdo
primaria (14 estudos), infeccdo secundaria (5 estudos) e os dois tipos de infecgédo (2 estudos).
No entanto, devido ao nimero limitado de estudos incluidos nesta revisao sistemética, uma
comparacéo direta entre os tipos de infecgdes ou técnicas moleculares ndo pode ser realizada.
E importante ressaltar também as limitagBes inerentes aos métodos moleculares utilizados nos
estudos. Como a maioria dos estudos usou 0 DNA bacteriano como alvo (usualmente o gene
16S rRNA), eles podem fornecer resultados falso-positivos na presenca de DNA de células
mortas (20). Para contornar essa limitacdo, alguns estudos tém usado estratégias moleculares

baseadas no RNA ribossémico (rRNA) para detectar células viaveis (24,25,42).

O risco de viés da prevaléncia de bactérias persistentes apds o preparo quimico-

cirurgico foi conduzido por meio do “Joanna Briggs Institute Prevalence Critical Appraisal
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Checklist”. Entre os 21 estudos, 13 foram avaliados com ‘“baixo risco” (7,26,51-
53,55,80,109,111,113-116) e 8 apresentaram risco moderado (6,21,47,50,70,81,110,112). A
maioria dos estudos ndo descreveu o calculo amostral (7,8,18,31,32,42-44,51,53,54), 0 que
pode ter influenciado nos seus resultados (123). Os critérios de inclusédo e exclusdo foram
detalhados na maioria dos estudos (7,21,26,47,51-53,55,70,80,111-114,116), enquanto outros
descreveram apenas os critérios de inclusdo (6,50,81,109,110). Além disso, alguns autores
ndo descreveram detalhadamente as caracteristicas de suas amostras (e.g., idade, género e tipo
de dente) (6,26,47,51-53,110,112). Outro ponto importante a ser observado nos estudos
moleculares é o procedimento de desinfeccdo do campo operatdrio, para evitar a
contaminagdo da amostra do canal radicular. Nesse contexto, seis estudos foram considerados
de "alto risco™ porque nao realizaram/descreveram as amostras de controle negativo antes das
coletas dos canais radiculares (50,81,112-115).

Para a avaliacdo da qualidade da evidéncia usamos o Grading of Recommendations
Assessment, Development and Evaluation (GRADE). O objetivo desta ferramenta é a
avaliacdo da qualidade de todo o corpo de evidéncias, considerando outros fatores além da
metodologia, 0 que pode impactar nas recomendacdes extraidas da revisdo sistematica (124).
A abordagem GRADE foi desenvolvida para avaliar questdes relacionadas a intervencgdes
(usando evidéncias de estudos de intervengdo ou observacionais) e para testes diagnosticos.
No entanto, existem varias extensfes para a aplicacdo da metodologia GRADE. Embora ndo
haja orientacdo formal para 0 GRADE em revisdes sistematicas de prevaléncia, ha alguma
orientacdo sobre o uso do GRADE para risco basal ou progndstico geral (125). A falta dessa
informacdo acaba prejudicando a avaliacdo da qualidade das evidéncias porque o0s autores que
desenvolvem revisdes sistematicas de relevancia ndo fazem essa avaliacdo, deixando os seus
leitores sem saber a confiabilidade das evidéncias encontradas (126). Embora o nimero de
estudos identificados que utilizaram o0 GRADE em particular seja pequeno, é recomendado
que se faca a adocdo desses métodos em revisdes sistematicas de dados de prevaléncia, pois
esses exemplos ajudardo a contribuir para o design de orientacGes formais para esse tipo de
dados no futuro (126).

Os dados moleculares do presente estudo confirmaram amplamente a alta abundancia
de Firmicutes em amostras de canais radiculares coletadas ap0s o0 preparo quimico-cirurgico

(3) . Além disso, a riqueza dentro desse filo foi destacada a medida que foram revelados os
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membros dificeis de cultivar. Por exemplo, Dialister spp., Solobacterium moorei,
Pseudoramibacter alactolyticus e Filifactor alocis s6 foram reconhecidos como possiveis
patogenos endodonticos ap6s o advento dos métodos moleculares (54). Dificuldades no
cultivo podem ter subestimado a prevaléncia dessas espécies em estudos anteriores baseados
em cultura. A prevaléncia das espécies acima mencionadas foi geralmente menor nas
amostras pos-instrumentacdo quando comparada as amostras iniciais. Em contrapartida, a
prevaléncia do Solobacterium moorei aumentou apds o preparo quimico-cirargico, sugerindo
gue esta espécie pode ser resistente as medidas antimicrobianas utilizadas durante o preparo
dos canais radiculares. Esse fato pode também estar associado com a mudanca do equilibrio
da microbiota em resposta aos desafios ambientais impostos pelo preparo quimico-cirurgico.
Achados similares foram encontrados por outros membros do filo Firmicutes, incluindo
principalmente estreptococos. As bactérias persistentes podem ter a habilidade de formar
biofilmes aderidos a dentina, 0 que pode aumentar sua resisténcia a acdo mecanica da
irrigagdo e também & acdo antimicrobiana dos irrigantes nas &reas ndo instrumentadas dos
canais radiculares (3). Além disso, a habilidade dos estreptococos de invadir os tabulos
dentinarios e a exposicao desses tubulos pelo preparo podem ter contribuido para a alta taxa

de deteccdo dessas espécies nas amostras pos-instrumentacao,

Um achado interessante nessa revisao foi a alta prevaléncia do grupo de Streptococcus
anginosus (SAG), que inclui S. anginosus, S. constellatus e S. intermedius. Métodos
moleculares foram Uteis para a analise precisa dos membros do SAG, uma vez que 0s testes
fenotipicos apresentam baixa sensibilidade para diferenciar essas espécies (127). As espécies
do grupo SAG sdo os estreptococos mais predominantes em abscessos apicais agudos (128) e
também sdo associados com a presenca de abscessos em outros lugares do corpo (127).
Embora as espécies SAG sejam cada vez mais reconhecidas como patdgenos emergentes, seus
fatores de patogenicidade ainda s@&o mal compreendidos (128). Portanto, estudos futuros
devem investigar o possivel papel dessas espécies nas infeccdes endoddnticas e também a sua

suscetibilidade aos procedimentos antimicrobianos.

Bacteroidetes foi o segundo filo com maior nimero de espécies, com a presenca de
bactérias cultivaveis e ndo cultiviveis/dificil cultivo. Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT
272 foi comumente identificado nos canais radiculares antes do tratamento. A prevaléncia
dessa espécie caiu drasticamente nas amostras pos-instrumentacdo, sugerindo que

Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272 é altamente suscetivel ao preparo quimico-



87

cirtrgico. A presenca de outras espécies anaerobias previamente conhecidas por estudos
baseados em cultura (e.g., Capnocytophaga ochracea, Prevotella melaninogenica e
Porphyromonas gingivalis) também foi confirmada por métodos baseados em moléculas.
Membros de Bacteroidetes (e.g., P. gingivalis) podem desempenhar um papel critico nas
infecgBes, pois podem modular a atividade de outras especies e contribuir para a
patogenicidade de toda a comunidade microbiana (129).

Dezenove espécies bacterianas pertenciam ao filo Actinobacteria, o terceiro filo em
riqgueza. Membros ainda nédo cultivados/dificeis de cultivar incluiam principalmente Olsenella
uli e Atopobium sp. HMT-416. Embora a espécie O. uli tenha sido cultivada, esta foi incluida
na meta-anélise devido as dificuldades de isolamento direto de amostras de canais radiculares
e de identificacdo fenotipica. A prevaléncia dos taxons acima mencionados ap0s preparo
quimico-cirargico foi muito baixa. Em contraste, Cutibacterium acnes (anteriormente
conhecido como Propionibacterium acnes) foi uma das espécies mais prevalentes em
amostras pos-instrumentacdo. Recentemente, uma revisdo sistematica mostrou que esta
espécie estava associada a infecgdes persistentes/ secundarias (130). De fato, um estudo
utilizando um ensaio de gPCR baseado em rRNA revelou que C. acnes persistiu ativo ap6s o
preparo dos canais radiculares, sendo uma possivel fonte para o estabelecimento de infeccdes
persistentes (116). No entanto, € importante notar que a implicacdo da persisténcia de
bactérias apds o preparo no prognéstico do tratamento ainda ndo foi determinada por estudos

longitudinais.

Leptotrichia buccalis e Fusobacterium nucleatum, os principais membros do filo
Fusobacteria, também foram encontradas entre as especies mais prevalentes nas amostras pos-
instrumentacao. Essas espécies sdo consideradas cruciais para a formacéo de biofilme, pois
atuam como “pontes” entre os colonizadores precoces e tardios, comO estreptococos e
espécies anaerobias estritas (131). Os colonizadores tardios de um biofilme sdo geralmente
membros de Bacteroidetes, Spirochaetes e Synergistetes. Nesse contexto, 0s métodos
moleculares foram particularmente importantes para divulgar a prevaléncia das especies de
Spirochaetes e Synergistetes em amostras pos-instrumentacdo (70,120). Fretibacterium
fastidiosum e Pyramidobacter piscolens foram os principais membros do filo Synergistetes.
Embora recentemente cultivadas, as espécies de Synergistetes requerem condi¢fes muito

especiais para 0 crescimento e geralmente sdo detectadas por métodos moleculares
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independentes de cultura (127). Os presentes dados de estudos moleculares revelaram que a
prevaléncia de P. piscolens em amostras pds-instrumentacdo foi muito baixa (2%), indicando
a suscetibilidade desta espécie ao PQC. F. fastidiosum ndo foi incluido na meta-analise

porque foi relatado em apenas dois estudos.

Estudos de sequenciamento mostraram que a comunidade bacteriana nos canais
radiculares apds o preparo quimico-cirdrgico era diversa e incluia os componentes estruturais
de um biofilme. Portanto, pode-se sugerir que a persisténcia de espécies bacterianas em canais
radiculares pode estar relacionada a sua capacidade de interagir umas com as outras em uma
comunidade, o que, por sua vez, pode aumentar sua capacidade de adaptacdo aos desafios
impostos pelo preparo quimico-cirdrgico. No entanto, apenas alguns estudos investigaram a
composicdo de toda a comunidade que persistiu ap0s a preparo quimico-cirurgico até o
presente momento (6,7,21). Novos estudos usando sequenciamento de alto rendimento podem
fornecer uma analise mais precisa dessa comunidade. Além disso, técnicas de sequenciamento
de alto rendimento baseadas em RNA (transcriptomica) podem fornecer informacdes
importantes ndo apenas sobre a composi¢do da comunidade bacteriana, mas também sobre sua
atividade, interacdes e patogenicidade.

No geral, os dados de métodos moleculares independentes de cultura confirmaram a
presenca de espécies cultivaveis em amostras pos-instrumentacdo, representadas
principalmente por estreptococos, L. buccalis, F. nucleatum e C. ochracea. Mais
especificamente, a meta-analise mostrou que a prevaléncia de taxons ainda ndo cultivados/
dificeis de cultivar em amostras pos-instrumentacdo foi baixa (< 17%), representados
principalmente por D. invisus, S. moorei, Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272, F.
alocis e D. pneumosintes. A prevaléncia da maioria dos taxons foi geralmente menor nas
amostras pos-instrumentacdo do que nas amostras iniciais. Em contraste, a prevaléncia de
alguns membros de Firmicutes, principalmente estreptococos, foi ligeiramente maior em
amostras pos-instrumentacao, sugerindo que essas espécies podem resistir a procedimentos de
desinfeccdo endoddntica. No entanto, o significado clinico de bactérias que persistem apds

procedimentos endoddnticos deve ser determinado por estudos clinicos longitudinais.
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CONCLUSAO

Diante das metodologias utilizadas e dos resultados obtidos, concluiu-se que:

A comparacdo dos dados de NGS baseados em rRNA e DNA revelou que apenas parte
das bactérias detectadas pelo DNA estava metabolicamente ativa nas infeccGes
endodonticas primarias. A abordagem integrada de NGS baseada em rRNA e DNA foi
particularmente importante para revelar a atividade de bactérias ainda nao cultivadas ou

dificeis de cultivar.

Os ensaios de qPCR baseados em rRNA e DNA revelaram que Bacteroidaceae [G-1]
bacterium HMT 272 permaneceu metabolicamente ativo nos canais radiculares,
enquanto espécies do género Selenomonas sofreram uma reducdo do seu metabolismo

ap0s o preparo quimico-cirdrgico.

Os ensaios de gPCR baseados em DNA foram menos sensiveis do que 0s ensaios
baseados em rRNA na analise microbioldgica das amostras endodonticas.

O ensaio de gPCR baseado em DNA teve um baixo risco de fornecer resultados falso-
positivos na analise de Bacteroidaceae [G-1] bacterium HMT 272. Por outro lado, o
ensaio de gqPCR especifico para Selenomonas spp. indicou um risco elevado de

resultados falso-positivos em amostras pds-instrumentacéo.

Bactérias ainda ndo cultivadas/dificeis de cultivar séo geralmente encontradas em baixa
prevaléncia em amostras pos-instrumentacdo, sendo representadas principalmente por
membros dos filos Firmicutes e Bacteroidetes. Futuros estudos clinicos ainda sao
necessarios para uma melhor compreensdo sobre a composicdo/ interacdo da
comunidade bacteriana que persiste apés o PQC e do seu significado clinico no

prognostico do tratamento.
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APENDICE A — Coletas Microbioldgicas dos Canais Radiculares

Para realizacdo das coletas microbiologicas dos canais radiculares, é necessario

realizar inicialmente um protocolo de desinfeccdo do campo operatorio, seguindo 0s passos

descritos abaixo:

1. Apés a anestesia do dente, realizar o isolamento absoluto com lencol de borracha, grampo

N o g &

metélico e barreira gengival.

Com uma broca esférica diamantada, montada em motor de alta-rotacdo, remover todo o
material restaurador (definitivo e temporario), tecido cariado e esmalte sem suporte de
dentina, evitando trepanar a cdmara pulpar. Utilizar apenas irrigacdo com soro fisiolégico
estéril através de seringa descartavel.

Com um swab estéril, realizar a desinfeccdo do campo operatério com agua oxigenada
30% de forma excéntrica, iniciando pela coroa dentéaria em direcdo ao arco de isolamento.
Com outro swab esteéril, proceder da mesma forma com a solucdo de NaOCI 2,5%.
Concluir a cirurgia de acesso com novas brocas esterilizadas e soro fisiologico.

Realizar nova desinfeccdo do campo com agua oxigenada 30% e NaOCI 2,5%.

Neutralizar o NaOCI 2,5% com um swab embebido em tiossulfato de s6dio 5% por 1
minuto.

Com um cone de papel estéril, coletar uma amostra do angulo cavo-superficial da

cavidade de acesso (controle de assepsia do campo operatério).

Apbs o protocolo de desinfeccdo do campo operatério, realiza-se a coleta microbiologica

dos canais radiculares com os procedimentos descritos a seguir:

Com auxilio de seringa descartavel e agulha endodontica de 30G Endo-EZE (Ultradent
Products Inc), preencher o canal radicular com soro fisiologico estéril.

Aspirar a solucdo da cdmara pulpar, mantendo somente a solu¢do no interior do canal
radicular.

Introduzir uma limal0 tipo K e realizar a odontometria com o localizador foraminal

eletrénico. Introduzir uma lima 15 tipo H até o comprimento real de trabalho (CRT) e,
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com movimentos suaves de limagem contra as paredes, suspender o contetdo microbiano
da dentina na solugéo.

4. Com auxilio de uma pinga hemostatica, fraturar as limas K e H (entre a parte ativa e a
porcdo intermediaria) e depositar a parte ativa da lima em um microtubo de 1,5mL
contendo solucéo de transporte RNA later.

5. Introduzir um cone de papel nimero 15 até o CRT, mantendo-o em posi¢do por 1 minuto.
Repetir o procedimento de coleta com 4 novos cones de papel, mantendo-os
individualmente no CRT por 1 minuto cada.

6. Depositar estes cones no mesmo microtubo no qual foi depositada a parte ativa da lima.

7. Congelar as amostras em freezer -20°C até o término do tratamento endoddntico do
dente, quando sera realizada a extracdo de DNA/RNA de todas as amostras do dente em

estudo.

OBSERVACAO: Nas coletas realizadas apos o uso de alguma substancia quimica,
deve-se neutralizar a substancia e secar o canal antes de se proceder com os procedimentos de

coleta.
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APENDICE B — Procedimentos Laboratoriais

1) EXTRACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS

A extracdo dos &cidos nucleicos das amostras dos canais radiculares foi realizada com o

kit comercial MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre

Technologies, Madison, W1, EUA), de acordo com 0s passos descritos a seguir:

© N o O

10.

11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

Manter os microtubos contendo as amostras dos canais radiculares no gelo até o completo
descongelamento do meio de transporte.

Homogeneizar cada amostra em agitador de tubos (vortex) durante 1min.

Centrifugar as amostras em centrifuga refrigerada a 4°C e 13.000 RPM por 10min.

Em um tubo tipo Falcon de 15mL estéril, preparar uma mistura de 300uL de Tissue and
Cell Lisys Solution e 2uL de Proteinase K (MasterPure Complete DNA and RNA
Purification Kit), em volume necessario para a quantidade de amostras a serem analisadas
(MIX-1).

Remover as amostras da centrifuga e descartar o sobrenadante mantendo o pellet.
Adicionar 300pL do MIX-1 aos tubos contendo as amostras.

Homogeneizar as amostras em agitador de tubos por 10s.

Aquecer as amostras em banho-maria a 65°C por 15 min, misturando-as em agitador de
tubos (10s) a cada 5min.

Esfriar as amostras em gelo por 5min.

Adicionar 150ul de MPC Protein precipitation reagent (MasterPure Complete DNA and
RNA Purification Kit) aos tubos contendo as amostras.

Homogeneizar as amostras em agitador de tubos por 10s.

Centrifugar a 4°C e 13.000RPM por 10min.

Transferir o sobrenadante para microtubos de 1,5mL, esterilizados e devidamente
identificados, e descartar o microtubo contendo o pellet.

Adicionar mais 25ul de MPC Protein precipitation reagent a cada amostra.

Homogeneizar as amostras em agitador de tubos por 10s.

Centrifugar a 4°C e 13.000RPM por 10min.

Transferir 0 novo sobrenadante para novos microtubos de 1,5mL, esterilizados e

devidamente identificados, e descartar o microtubo contendo o pellet.
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19.
20.

21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.

28.

29.

30.
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Adicionar 500pL de isopropanol 100% a cada microtubo e inverté-los 30/40 vezes.
Centrifugar a 4°C e 13.000RPM por 10min.

Descartar o isopropanol, com pipetas e ponteiras de 1000uL, com o cuidado de néo
remover o pellet.

Acrescentar 500uL de etanol 70% ao pellet.

Homogeneizar as amostras em agitador de vortex por 10s.

Centrifugar a 4°C e 13.000RPM por 5min.

Retirar parte do etanol 70%, deixando apenas cerca de 50uL no fundo do microtubo.
Centrifugar novamente a 4°C e 13.000RPM por 5min.

Remover totalmente o etanol 70% com ponteiras de 200pL.

Manter os tubos abertos em temperatura ambiente para evaporar 0 remanescente de
etanol.

Adicionar 35pL de TE Buffer (MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit) em
cada amostra.

Hidratar as amostras por 10 minutos, mantendo-as no gelo ou no Thermomixer
(Eppendorf, Hauppage, NY, EUA) a 4°C.

Analisar a concentracdo de &cidos nucleicos no espectrofotdmetro (NanoDrop 1000 —
Thermo Fisher Scientific).

2) DIVISAO DAS AMOSTRAS DE DNA E RNA

Dividir as amostras em 2 microtubos:
a. 17,5uL em um microtubo denominado com o numero da amostra + RNA
b. 17,5uL em um microtubo que ficara destinado a portar o DNA.

Guardar o microtubo do DNA no freezer -20°C e prosseguir com a purificacdo do RNA.

3) PURIFICACAO DO RNA

Em um microtubo limpo, misturar 2uL de DNase | e 2uL de 10X DNase | Reaction
Buffer (MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit) para cada amostra
de RNA.

Aguardar 30 min em temperatura ambiente para degradar o DNA.

Adicionar 200uL de 2x T&C Lysis Solution (MasterPure Complete DNA and RNA

Purification Kit) e colocar no agitador de tubos por 5s.
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4.  Manter no gelo 5min.

5.

(o2}

\l

9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

4)

Adicionar 200uL de MPC Protein precipitation reagent (MasterPure Complete
DNA and RNA Purification Kit) aos tubos contendo as amostras.

Homogeneizar as amostras em agitador de tubos por 10s.

Centrifugar (4°C, 13.000RPM) por 10min.

Transferir o sobrenadante para microtubos limpos e devidamente identificados
conforme a amostra e descartar o pellet.

Adicionar 500uL de isopropanol e inverter as amostras 30-40 vezes.

Centrifugar (4°C, 13.000RPM) por 10min.

Retirar o isopropanol sem deslocar o pellet.

Lavar o pellet com 500uL de etanol 70%.

Centrifugar (4°C 13.000RPM) por 5min.

Retirar o etanol 70% mantendo cerca de 50uL no fundo da microtubo.

Centrifugar (4°C 13.000RPM) por 5 min.

Secar o etanol 70% com uma ponteira de 200uL.

SEGUNDO PROCESSO DE LISE DO DNA

Realiza-se este segundo processo de lise para garantir que todo o0 DNA seja extraido

das amostras de RNA.

1.

Acrescentar em cada tubo 1uL de DNase I, Amp Grade, 1 U/uL (Invitrogen) ,
1uL10X DNase | Reaction Buffer (Invitrogen) e 10uL de DEPC — treated water
(Invitrogen) .

Encubar as amostras por 15 min em temperatura ambiente.

Inativar a DNase com a adi¢do de 1pL de EDTA 25mM (Invitrogen).

Levar ao banho-maria a 65° C por 10 minutos. As amostras estdo prontas para
serem utilizadas na reagéo de transcricdo reversa. Antes da confeccdo do cDNA,
foi realizado a reagdo de PCR convencional utilizando iniciadores universais para
o dominio Bacteria para conferir se todo o DNA das amostras foi removido apds o
tratamento das amostras com DNase .

Analisar a concentracdo de &cidos nucleicos no espectrofotémetro (NanoDrop 1000
— Thermo Fisher Scientific).
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5) PCR CONVENCIONAL

A reacgéo descrita a seguir foi padronizada para deteccdo de DNA bacteriano com uso de
iniciadores universais especificos para o dominio Bacteria: forward, 5’-GAG AGT TTG
ATY MTG GCT CAG-3’; reverse: 5’- GAA GGA GGT GWT CCA RCC GCA-3’ (Paster et
al. 2001). O volume total de cada reacdo foi de 50uL, contendo: 1 pL de cada primer, 5uL de
tampéo para PCR (PCR Buffer, Life Technologies Corp), 1,5 pL de Mg (Life Technologies
Corp), 4pL de 2,5mM dNTP (Life Technologies Corp), 0,5uL de Taqg DNA polimerase (Life
Technologies Corp), 36 uL de agua ultrapura (Ultrapure water, Life Technologies Corp) e 1
pL de DNA/RNA. A reacdo de PCR foi realizada no termociclador GeneAmp 2720
(Thermofisher), com o aquecimento inicial a 94°C por 4 min; seguidos de 30 ciclos de 94°C
por 45 s, 60°C por 45 s e 72°C por 1,5 min; finalizados com 72°C por 15 min.

6) PCR DE TRANSCRICAO REVERSA (RT-PCR)

A reacdo de RT-PCR foi realizada com o kit comercial Superscript 11l First-Strand
para confeccionar a fita dupla de cDNA a partir do RNA purificado da amostra. As reacoes

foram realizadas de acordo com as instruc@es do fabricante, que serdo descritas a seguir:

1. Misturar os seguintes reagentes, para cada amostra: 7 uL de RNA, 1uL de Random
Hexamer, 1uL de dNTP e 1uL de agua DPEC.

2. Incubar no banho-maria a 65°C por 5 min.

3. Incluir no gelo por 1 min.

4.  Misturar 0s seguintes reagentes para preparar um MIX: 2uL de Buffer, 4uL de MgCl,
2uL de DTT, 1uL de RNase OUT e 1pL de SuperScript IlI.

5. Distribuir 10 pL do MIX nos microtubos contendo as amostras e agitar levemente.

6. Colocar as amostras no termociclador GeneAmp 2720 (Thermofisher), utilizando o
ciclo: 25° por 10 min, 50° por 50 min e 85° por 5 min.

7. Adicionar 1uL de RNaseH e incubar por 20 minutos na estufa a 37°C
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