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RESUMO

FERNANDES, F. S. Identificagdo de genes de viruléncia em Enteroccous
faecalis coletados de infecgcdes endodobnticas primarias através de métodos
moleculares. 2009. 38 f. [monografia de especializacdo]. Osasco: Associacao
Brasileira de Odontologia, 2019.

Sabe-se que a microbiota endoddntica é preferencialmente anaerdbia, devido as
condicbes deste nicho e dos nutrientes disponiveis, sendo estes micro-
organismos na sua maioria proteoliticos. Fatores de adesdo propiciam sua
instalacdo nas paredes do canal radicular, constituindo biofilmes, assim como
proliferacdo dentro dos tubulos dentinarios. De acordo com a literatura, cada
espécie possui um gene de adesdo especifico, que confere essa vantagem a
bactéria. O presente estudo teve como objetivo identificar trés genes de adesao
na espécie de micro-organismo Enterococcus faecalis, coletados de canais
radiculares com polpas necroticas, comparando cinco isolados clinicos com a
cepa ATCC 29212 e ATCC 4083. Os isolados clinicos foram adquiridos por um
protocolo de coleta utilizando cones de papel absorvente, levados ao meio de
cultura RTF, em seguida foi feito o isolamento através de cultura bacteriana e
identificacdo por série bioquimica com testes comerciais (Sistema Api, Bio-
Meriéux, Franca). ApOs a identificacdo da espécie, foi realizado o PCR
convencional para identificacdo dos genes de adesao esp, asa e ace. O gene
ace apresentou 100% de presenca (5/5) nas cepas coletadas, enquanto que para
0 gene asa 60% de presenca (3/5) e o gene esp 80% de presenca (4/5). O
conhecimento mais apurado do comportamento dos micro-organismos dos
canais radiculares propiciara melhores modelos de estudo antimicrobianos para

uso futuro, além do maior conhecimento da sua viruléncia.

Palavras-chave: Endodontia, Biologia Molecular, Fatores de Viruléncia, Reacao

em cadeia de polimerase.



ABSTRACT

FERNANDES, F. S. Identification of virulence genes in Enteroccous faecalis
collected from primary endodontic infections using molecular methods. 2009. 38
f. [monograph]. Osasco: Associacéo Brasileira de Odontologia, 2019.

It is known that the endodontic microbiota is preferably anaerobic, due to the
ministries of this niche and the available nutrients, these microorganisms being
mostly proteolytic. Adhesion factors favor its installation in the walls of the root
canal, constituting biofilms, as well as proliferation within the dentinal tubules.
According to the literature, each species has an especific gene which confers this
advantage to the bacteria. The present study had the objetive to identify three
adhesion genes in five clinical sample of Enterococcus faecalis colected inside
the root canal with necrotic pulps, comparing with the ATCC 29212 and ATCC
4083 samples. The clinical samples were obtained by using a protocol with
absorbent paper point, then taken to a eppendorf tube contained RTF culture
medium, then the isolation was made through the bacterial culture and the
identification by series of biochemistry with commercial testes (Api System, Bio-
Meriéux, France). After identification of the species, the conventional PCR was
performed to identify the adhesion genes (esp, asa and ace). The ace gene was
identified in 100% of the samples (5/5), the asa gene was detectec in 60%
presence (3/5) and the gene esp was identified in 80% presence (4/5). The more
accurate knowledge of the behavior of the microorganisms of the root canals will
provide better models of antimicrobial study for future use, besides the greater

knowledge of its virulence.

Keyword: Endodontics, Molecular Biology, Virulence factors, Polimerase reaction

chain
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1 INTRODUCAO

O tratamento de dentes com periodontite apical cronica tem como objetivo
promover a reducdo bacteriana, tendo em vista que estes sdo oS agentes
etiologicos da periodontite apical. As bactérias estdo presentes na forma de
biofilme que esta aderido as paredes dos canais radiculares e no interior dos
tubulos dentinarios, e portanto, para reduzir a acado bacteriana é necessério
desorganizar essa estrutura por meios mecanicos, deixando as bactérias mais
vulneraveis a acao quimica dos agentes antimicrobianos. A infec¢éo persistente
apos os procedimentos endododnticos pode culminar no insucesso do tratamento
se essas bactérias alcancarem os tecidos periapicais em concentracfes

suficientes para induzir o processo inflamatério desses tecidos.

Em isolados de canais radiculares com doencas periapicais persistentes,
€ comumente encontrado, microrganismos Gram-positivos, anaerobios
facultativos, capazes de se adaptar em alteracfes ambientais agressivas, como
o Enterococcus faecalis. Esse microrganismo € capaz de se aderir em superficie
e tdbulos dentinarios para manter-se viavel durante longos periodos dentro do
canal radicular. Essa capacidade de adaptacao e a habilidade de formar biofilme
ocorre pela presenca de fatores de viruléncia associados com a agregacao e
adesdo ao substrato dentinario, determinados geneticamente, o que contribui

para a persisténcia do E. faecalis durante o tratamento endodontico.

Por ser o E. faecalis de crescimento facil em cultura, € bastante utilizado
nos testes de suscetibilidade microbiana de materiais endodonticos, devido
também a sua importancia patoldégica. Embora o método de identificacédo
bacteriana por cultura tenha como vantagem a possibilidade de identificar
espécies viaveis, essa técnica possui limitacbes importantes, como a baixa
sensibilidade e a impossibilidade de cultivar grande numero de espécies
bacterianas. Conhecendo as limitacdes do método de cultura, métodos
moleculares independentes de cultura foram propostos para determinagéo da
diversidade microbiana em infeccoes endodobnticas. Esses métodos
possibilitaram um aumento no numero de filos bacterianos reconhecidos nas

infeccbes endodbdnticas devido a sua maior especificidade, sensibilidade e
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acuracia na identificagdo microbiana, permitindo a deteccdo de espécies
microbianas nao cultivaveis, que correspondem a mais de 50% da microbiota

dos canais radiculares.

Para identificacdo bacteriana por métodos moleculares, o gene alvo deve
conter regides Unicas para cada espécie bacteriana. O alvo mais utilizado para
esse fim é o gene 16S rRNA (rDNA). Esses dados da sequéncia do gene podem

ser usados tanto para identificacdo quanto para quantificacéo bacteriana.

O conhecimento mais apurado do comportamento dos microrganismos
dos canais radiculares propiciara melhores modelos de estudo antimicrobianos
para uso futuro, além do maior conhecimento da sua viruléncia. Com isso, o
presente estudo investigou a presenca de trés genes de viruléncia do E. faecalis
(esp, asa e ace) em cepas coletadas de dentes unirradiculares com periodontite
apical crénica comparando cinco isolados clinicos com a respectiva cepa ATCC

29212 (American Type Culture Colection).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Identificacdo de espécies microbianas no canal radicular por

metodologias moleculares

Siren et al. (1997) determinaram que as bactérias entéricas ndo estdo
presentes comumente na microbiota de canais radiculares infectados, e podem
entrar no canal radicular durante o tratamento endodéntico devido um isolamento
inadequado do campo de trabalho, a uma infiltracdo pelo material restaurador
temporéario, ou quando um canal € deixado aberto para drenagem. Com o
objetivo de estudar a relacdo entre os procedimentos clinicos e a presenca de
bactérias entéricas facultativas, os autores realizaram coletas microbiologicas
dos canais radiculares durante diferentes procedimentos ao longo do tratamento
endodontico. Os resultados demonstraram que Enterococcus faecalis, outras
bactérias entéricas facultativas (Enterobacter spp. e Klebsiella spp.) e
Pseudomonas spp. foram encontradas mais frequentemente em casos onde 0s
canais radiculares nao foram selados em algum ponto do tratamento
endoddntico, ou em casos com grande numero de sessdes. Enterococcus
faecalis foi a espécie mais frequentemente isolada. Os autores enfatizaram a
importancia do controle da cadeia asséptica durante a terapia endodéntica no

prognéstico do tratamento.

Cheung e Ho (2001) investigaram a microbiota de canais radiculares de
dentes tratados endodonticamente associados a lesGes periapicais crénicas.
Dezoito dentes, previamente obturados com guta-percha, foram analisados, e 12
(66,7%) apresentaram crescimento bacteriano. Cocos Gram-positivos
anaerobios facultativos foram os microrganismos mais frequentemente isolados,
especialmente os géneros Staphylococcus e Streptococcus. Enterococcus spp

nao foram isolados nesse estudo.

Hancock et al. (2001) estudaram a composi¢ao da microbiota presente em
54 dentes com insucesso do tratamento endoddntico. O crescimento bacteriano

foi detectado em 34 casos. A microbiota era composta principalmente por 1 ou 2
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espécies de microrganismos predominantemente Gram-positivos (80,4%). Os
géneros mais isolados foram: Enterococcus, Peptostreptococcus, Actinomyces
e Streptococcus. Candida albicans foi detectada em 1 caso. Enterococcus
faecalis foi a espécie bacteriana mais frequente, isolada em 30% dos canais
radiculares que apresentavam presenca de bactérias.

Rolph et al. (2001) estudaram a microbiota de canais radiculares com
polpas necrosadas e com tratamento endodéntico prévio utilizando métodos
moleculares e cultura. Os autores relataram que houve um maior nimero de
resultados positivos pelo método do PCR do que pela cultura. A analise
molecular de 5 casos de infeccdes refratarias revelou espécies dos géneros
Capnocytophaga, Cytophaga, Dialister, Eubacterium, Fusobacterium, Gemella,
Mogibacterium, Peptostreptococcus, Prevotella, Propionibacterium,
Selenomonas, Solobacterium, Streptococcus e Veillonella. Enterococcos nao
foram isolados nos 5 casos estudados.

Egan et al. (2002) investigaram a ocorréncia de fungos em infec¢des
endodonticas. Fungos estavam presentes em 6/60 canais radiculares. Dos casos
positivos, 2 eram dentes infectados e néo tratados (de um total de 35), enquanto
4 eram casos de dentes tratados endodonticamente associados a lesfes

periapicais (de um total de 25).

Pinheiro et al. (2003) realizaram um estudo bacteriol6gico de 30 canais de
dentes com insucesso do tratamento endodontico. Os autores relataram que a
microbiota era formada, em sua maioria, por monoinfeccbes, composta por
bactérias anaerdbias facultativas, predominantemente Gram-positivas,
representadas pelos géneros Enterococcus e Streptococcus, e, em segundo
plano, por bactérias anaer6bias estritas, em especial as do género
Peptostreptococcus. Foram ainda isoladas bactérias dos géneros Actinomyces,
Prevotella, Staphylococcus, Gemella, Fusobacterium, Veillonella, Lactobacillus,
Propionibacterium e Haemophilus. Candida spp. foi isolada em 1 caso.
Enterococcus faecalis foi a espécie bacteriana mais frequente, isolada em 45,8%

dos canais radiculares que apresentavam presenca de bactérias.
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Chavez De Paz (2004) relatou a prevaléncia de bactérias Gram-positivas
apos o preparo quimico-mecanico (85%), e a presenca de outras espécies além
dos Enterococcus spp., especialmente Lactobacillus spp. e Streptococcus spp.
Bacilos entéricos Gram-negativos, incluindo espécies de Enterobacterclocae e
Klebsiella pneumoniae

Figdor, Davies e Sundqvist (2003) demonstraram, in vitro, a capacidade
do Enterococcus faecalis de suportar periodos prolongados de auséncia de
nutrientes em um estado metabdlico minimo. Os autores demonstraram a
sobrevivéncia de um pequeno remanescente da populacdo de Enterococcus
faecalis na 4gua (por 4 meses) e em meios com nutrientes limitados (por mais
de 4 meses). Essas células bacterianas foram capazes de retornar ao
crescimento apos a adicao de nutrientes. Todos esses fatores podem contribuir
para a alta prevaléncia desse microrganismo em dentes com tratamento

endodontico prévio associados a lesfes periapicais

Siqueira e Rocas (2003) investigaram a ocorréncia de Propionibacterium
propionicum e Actinomyces radicidentis em infec¢cdes endodénticas primérias e
persistentes pelo método do PCR. P. propionicum estava presente em 36% das
amostras de infeccbes primérias, e 58% das amostras de dentes tratados
endodonticamente associados a lesdes periapicais. Por sua vez, A. radicidentis
estava presente, respectivamente, em 4% e 8% das infec¢cbes endoddnticas

primarias e persistentes.

Siqueira e RoOc¢as (2004) investigaram a ocorréncia de 19 espécies
microbianas, pela analise do PCR, em 22 amostras de canais radiculares de
dentes com insucesso do tratamento endodoéntico. Todas as amostras foram
positivas a pelo menos uma das seguintes bactérias Gram-positivas:
Enterococcus faecalis, Pseudoramibacter alactolyticus ou Propionibacterium
propionicum. Enterococcus faecalis foi a espécie mais prevalente, detectada em
77% dos casos. As outras espécies mais detectadas foram: Pseudoramibacter
alactolyticus  (52%), Propionibacterium propionicum (52%), Dialister
pneumosintes (48%) e Filifactor alocis (48%). Candida albicans foi isolada em

9% das amostras.
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Roécas, Siqueira e Santos (2004) investigaram a prevaléncia de
Enterococcus faecalis em canais nédo tratados e em canais com tratamento
endodoéntico prévio associados a lesbes periapicais crénicas. Enterococcus
faecalis foi isolado em 67% (20/30) dos dentes com insucesso do tratamento
endoddntico e em 18% (9/50) dos casos de infec¢des primarias, sendo detectado

principalmente em dentes assintomaticos.

Gomes et al. (2004), realizando um estudo microbiolégico de 60 canais
radiculares de dentes com polpas necréticas e com tratamento endododntico
prévio associado a lesbes periapicais, encontraram uma associagdo entre 0s
casos de insucesso endodbntico e espécies dos géneros Enterococcus,

Streptococcus, Peptostreptococcus e Fusobacterium.

Gomes et al. (2015) avaliaram o microbioma de lesGes endo-perio antes
e apds o preparo quimico-cirargico. Foram obtidas amostras clinicas de 15
canais radiculares com necrose pulpar e bolsas periodontais. Para a deteccao
bacteriana utilizou-se Next Generation Sequencing (NGS) e cultura. Bactérias
foram detectadas 17 em 100% das amostras em ambos os sitios usando Next
Generation Sequencing(NGS). Firmicutes foi o filo mais dominante em ambos os
sitios usando os dois métodos. As espécies mais detectadas nos canais antes e
apés PQC foram Enterococcus faecalis, Parvimonas micra, Mogibacterium
timidum, Filifactor alocis, e Fretibacterium fastidiosum. As espécies bacterianas
frequentemente detectadas nas bolsas periodontais antes e apés PQC usando
NGS foram P. micra, E faecalis, Streptococcus constellatus, Eubacterium brachy,
Tanerella forsythia e F. alocis. O estudo permitiu concluir que a comunidade
microbiana em lesdes endo-perio é mais complexa do que dita em estudos
prévios. E importante notar que bactérias podem sobreviver em alguns canais
mesmo apos o PQC. E que a similaridade da microbiota em ambos os sitios
antes e apos o PQC sugerem uma via de infec¢ao entre polpa e periodonto. Na
analise da microbiota por sequenciamento de nova geracdo, as espécies
bacterianas mais detectadas ap6s o preparo quimico-cirurgico foram: E. faecalis,
Streptococcus salivarius/vestibularis, Parvimonas micra, Prevotella nigrescens,
Eubacterium brachy, Filifactor alocis e Fretibacterium fastidiosum. Os filos mais
frequentemente encontrados foram: Desulfobulbus sp oral taxon 041,

Stomatobaculum sp oral taxon 373, Peptostreptococcaceae sp oral taxon 383 e
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Erysipelothrichaceae sp. oral taxon 905. Esses resultados revelaram a
complexidade da comunidade bacteriana persistente apés 0 preparo

quimicocirargico dos canais radiculares.

Noébrega et al. (2016) exploraram a diversidade bacteriana de 10 canais
radiculares com abscesso apical agudo utilizando andlise clonal. Foram
coletadas amostras de 10 pacientes submetendo-as ao isolamento de DNA
bacteriano, amplificacdo do gene 16S rRNA, clonagem e sequenciamento. Em
meédia 15 taxons foram identificados por canal. Um total de 689 clones foi
analisado e 76 filotipos identificados, dos quais 47 (61,84%) eram espécies
diferentes e 29 (38,15%) foram declarados como espécies ainda ndo cultivaveis
ou ainda ndo caracterizadas. Prevotella spp., Fusobacterium nucleatum,
Filifactor alocis e Peptostreptococcus stomatis foram as espécies mais
frequentemente detectadas, seguidas por Dialister invisus, Phocaeicola
abscessus, o clone oral Lachnospiraceae nao caracterizado, Porphyromonas
spp e Parvimonas micra. Oito filos foram detectados e o0s taxons mais
frequentemente identificados pertenciam ao filo Firmicutes (43,5%), seguido por
Bacteroidetes (22,5%) e Proteobacteria (13,2%). Nenhuma espécie foi detectada
em todas as amostras estudadas e algumas espécies foram identificadas em
apenas 18 um caso. Com esse trabalho permitiu-se concluir que a infeccéo
endodontica priméaria aguda € caracterizada por ampla diversidade bacteriana e
uma alta variabilidade interindividual foi observada. Bactérias Gram-negativas
anaerodbias pertencentes ao filo Firmicutes, seguido por Bacteroidetes, foram os

microrganismos mais frequentemente detectados.

2.2 Genes de adeséo asa, ace e esp

Jett et al. (1994) fizeram um levantamento bibliografico para avaliar a
viruléncia enterococica relacionada a (i) aderéncia aos tecidos do hospedeiro, (ii)
invasado e formacao de abscessos, (iii) fatores potencialmente relevantes para a
modulacao das respostas inflamatorias do hospedeiro e (iv) produtos secretados

potencialmente toxicos. Foram avaliados artigos que apresentavam coletas em
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diversos focos, como alimentos, tecido epitelial com abcesso, bucal, trato
gastrointestinal, endocardidite bacteriana e trato urinario. Foram avaliados
estudos de Ilha de patogenicidade dessa espécie. Encontraram relagcéo entre de
viruléncia de E. faecalis com adesinas, como a substancia de agregacao (Asa)
e a proteina de adesdo ao colageno (Ace). Concluiram que a substancia de
agregacao (Asa) pode contribuir para a patogénese de infec¢des enterococicas
através de varios mecanismos, incluindo a formacdo de agregados durante a
conjugacao, a transferéncia de plasmideos e a adesdo a uma variedade de

superficies eucarioticas.

7z

Shankar et al. (1999), reportaram que 0 gene esp é comumente
encontrado em isolados de endocardites e bacteremias, mas raramente em
isolados fecais. Esp também foi associada a formacé&o de biofilme e colonizacao
do trato urinario. Mostraram que esp era frequentemente detectado em E.
faecalis isolados de canais de dentes com periodontites apicais persistentes
apos o tratamento endodoéntico. A alta prevaléncia de esp entre isolados
endodonticos sugere que esse gene pode ser um importante traco de viruléncia

que participa na colonizacao de canais radiculares.

Shankar et al. (1999) mostraram que a0 menos uma proteina encontrada
na PAI, a proteina de superficie enterocécica (esp), foi altamente associada a
isolados de Enterococcus faecium derivados de infec¢des. Essa proteina é
codificada pelo gene esp, que esta localizado na PAI e ndo foi descrita sua
presenca em nenhum outro elemento genético (McBride et al., 2009). Portanto,
isolados de E. faecalis que contem esp evidenciam a presenca da PAI nessas
cepas. Esp é uma proteina encontrada tanto em E. faecium quanto em E. faecalis
e é considerada um suposto fator de viruléncia envolvido na adeséo,
colonizacdo, evasdo do sistema imune e aparentemente cumpre um papel na

resisténcia antimicrobiana.

Penas et al. (2013) investigaram a relacdo genética entre linhagens
isoladas de infec¢bes endodonticas e sistémicas, bem como sua correlagdo com
marcadores de viruléncia e resisténcia antimicrobiana. As linhagens genéticas
de 40 isolados clinicos de E. faecalis foram determinadas por Multilocus

sequence typing (MLST), incluindo 21 isolados endodénticos e 19 de infecgbes
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sistémicas. Clusters virulentos foram investigados por PCR quanto & presenca
dos seguintes determinantes genéticos: polimorfismo do operon da capsula;
genes da ilha de patogenicidade (esp, cyl, gls24-like, nucl, psaA e cbh); outros
genes de viruléncia (ace, efaA, gelE e asa); e marcadores de resisténcia
antimicrobiana (vanA, vanB, aac6-aph2", aph3*- llla, ant6-la, ermB, tetM, tetL,cat
e blaz). A analise filogenética revelou que a maioria dos isolados de pacientes
hospitalizados (63,1%) pertencia ao complexo clonal 2 (CC2), que é um cluster
virulento conhecido como causador de surtos de infeccbes em varios paises.
Amostras do CC2 carregavam no minimo 3 genes de resisténcia antimicrobiana
e 4 genes da PAI simultaneamente. Essas amostras eram também produtoras
de capsula. Por outro lado, os isolados endodoénticos eram, em sua maioria,
cepas nao-capsuladas e continham poucos genes de viruléncia e resisténcia
antimicrobiana. Além disso, a maioria dos isolados endoddnticos apresentava
relacdo genética distante dos isolados de pacientes hospitalizados. Em
particular, 42,8% dos isolados endoddnticos pertenciam ao CC 25, um cluster
que é frequentemente encontrado em amostras comensais e de alimentos. Por
sua vez, os genes ace e efaA foram detectados em 100% dos isolados,
independente da sua origem clinica; enquanto os genes asa e gelE foram
detectados em sua maioria. Concluiram que E. faecalis isolados de infec¢des
endoddnticas apresentaram um perfil genético e de viruléncia diferente dos
clusters patogénicos de pacientes hospitalizados, provavelmente devido a
especializacdo ao nicho de colonizacdo conferida principalmente por regides

variaveis no genoma.
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3 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo identificar a presengca dos genes
ace (fator de aderéncia do micro-organismo), asa (agregacao) e esp (adesinas
de superficie) do E. faecalis, coletados de canais radiculares com leséo
periapical primaria, comparando cinco isolados clinicos com a respectiva cepa
ATCC 29212 (American Type Culture Colection).
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4 MATERIAL E METODOS

Metodologia

As coletas foram feitas de canais de dentes com necrose pulpar e leséo
periapical vistas na radiografia, de pacientes adultos da clinica de Endodontia
da Faculdade de Odontologia de Bauru — USP. Foi dado aos pacientes um termo
de consentimento livre e esclarecido para qgue 0 mesmo autorizasse a realizacéo
das coletas. Este projeto foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da

FOB-USP e aprovado com o numero 0182011 (protocolo Anexo A).

4.1 Isolamento, identificacdo e armazenagem dos microrganismos

Os isolados clinicos foram adquiridos por meio de coleta, isolamento e
identificacdo por série bioquimica com teste comercial (Sistema Api, Bio-Meriéux
SA, Marcy-I'Etoile, Franca), de acordo com metodologia descrita por Gomes,
Lilley e Drucker (1996) e Ferreira et al. (2006). As coletas foram feitas de canais
de dentes com necrose pulpar e lesdo periapical vistas na radiografia, de
pacientes adultos da clinica de Endodontia da Faculdade de Odontologia de
Bauru — USP. Foi dado aos pacientes um termo de consentimento livre e
esclarecido para que o0 mesmo autorize a realizagéo das coletas. Este projeto foi
submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da FOB-USP e aprovado com

o0 numero 0182011 (protocolo Anexo A).

Anteriormente a cada abertura coronaria, foi realizada a descontaminacéo
do campo operatorio, sobre o isolamento absoluto, com swabs esterilizados
umedecidos em agua oxigenada a 30% (v/v), e depois em NaClO (hipoclorito de
sodio) a 5,25% por 30 segundos cada, havendo a neutralizacdo subsequente
deste farmaco com tiossulfato de sédio a 5% (MOLLER, 1966; PINHEIRO et al.,
2003). A abertura coronéaria foi feita com pontas esféricas em caneta

odontoldgica de alta rotacdo e irrigacdo com soro fisiologico esterilizado. As
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coletas foram realizadas apés a abertura coronéria e antes da neutralizacao do

conteudo séptico- toxico do canal.

Apoés acesso, foram colocados sucessivamente dois cones de papel
absorvente esterilizados deixando cada um por 1 minuto no canal (KOBAYASHI
et al., 1990) e, entdo levados a microtubos com 1,0 mL de fluido de transporte
reduzido RTF (SYED; LOESCHE, 1972) previamente esterilizado contendo RTF
(KOBAYASHI et al., 1990). Os microtubos vedados com parafilme foram levados
para o laboratério de Microbiologia em jarra de anaerobiose, para nao saturar as

coletas com oxigénio.

Os microtubos foram introduzidos na camara de anaerobiose (Don
Whitley Scientific, Bradford, Inglaterra) a 37°C em uma atmosfera de 10% de Hz,
10% de CO2 e 80% de N2 e agitados (Agitador MA 162-Marconi, S&o Paulo-SP)
por 30 a 60 segundos para dispersdao dos microrganismos no meio liquido. A
partir deste conteudo, foram realizadas diluicbes seriadas em meio de cultura
liguido FAB (Fastidious Anaerobe Broth - IDG Ltd, Bury, Inglaterra) pré-reduzido.
Das diluicdes 102 e 10 foram semeados 50 uL em placas pré-reduzidas de de
meio de cultura especifico para o micro-organismo Enterococcus faecalis m-
Enterococcus Agar (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). As placas na camara
de anaerobiose ficaram incubadas até 24h para permitir o desenvolvimento dos

micro-organismos

4.2 Espécie bacteriana Enterococcus faecalis

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratério de Microbiologia Molecular
do Departamento de Dentistica da FOUSP.

As amostras endodoénticas foram descongeladas e homogeneizadas por
agitacdo durante 1 minuto. A extracdo de DNA e RNA foi realizada com o kit de
purificacdo MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre
Technologies, Madison, WI, EUA), de acordo com as recomendacdes do

fabricante. As amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C,
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0os sobrenadantes foram descartados e os precipitados (também chamados
pellet) 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
solucdo MPC Protein Precipitation Reagent para precipitacdo proteica. Apés
nova centrifugacdo, os sobrenadantes foram coletados e submetidos a
precipitacdo com isopropanol. Os acidos nucleicos totais foram suspensos em
35 pL do tampao TE, que foram divididos em duas partes iguais. A primeira
aliguota foi para andlise de DNA enquanto a segunda aliquota sofreu um
processo de purificacdo de RNA de acordo com as recomendacdes do fabricante
(Epicentre Technologies, Madison, WI, EUA). As aliquotas de DNA foram

armazenadas em freezer —20 °C até o momento do uso.

Aliqguotas de 2 uL do DNA extraido das colbnias isoladas foram
amplificadas utilizando primers especificos para a espécie bacteriana, visando

confirmar a espécie analisada.

As sequéncias de nucleotideos dos genes descritos como fatores de
viruléncia foram obtidas com o auxilio do software Gene Runner (Hastings
Software). Em seguida, a especificidade desta sequéncia de nucleotideos foi
verificada por comparacao de similaridade no banco de dados do programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) no servidor NCBI ( National Center
for Biotechnology Information) no endereco eletrénico

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, para a obtencéo dos primers.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 4.1 - Pares de primers utilizados nas reacdes de PCR para confirmacédo dos genes de
viruléncia de Enterococcus faecalis

Genes Pares de primers (5’-3’) Comprimento Referéncia
do fragmento
amplificado em
pares de bases (pb)

Ace GGAATGACCGAGAACGATGGC 616 Creti et al. (2004)
GCTTGATGTTGGCCTGCTTCCG

Asa CCAGCCAACTATGGCGGAATC 529 Creti et al. (2004)
CCTGTCGCAAGATCGACTGTA

Esp TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 932 Shankar et al.
GCGTCAACACTTGCATTGCCGA (1999)

Foi utilizado um aparelho termociclador para a amplificagdo do DNA,
seguindo os protocolos de temperatura segundo os estudos de Sedgley et al.
(2005), Baumgartner et al. (2004) e Matsuki et al. (1999).

Os produtos das reacfes de PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio, e visualizados sob luz
ultravioleta (UV). As reacOes foram consideradas positivas na presenca de

bandas de tamanho molecular apropriado (138 bp).
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5 RESULTADOS

Apbs a extracado de DNA das cepas coletadas e as ATCC 29212 e ATCC
4083, seus produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e
corados com brometo de etidio para visualizacdo sobre emisséo de luz UV e
fotografados no sistema PHOTO PC 3100Z (EPSON, Hemel Hempstead,
Inglaterra). (Figuras 5.1 a 5.3).

Gene ASA

ATCC ATCC
29212 4083 2.5 25.1

C+ C-

1553 pb

Figura 5.1 — Imagem de gel de eletroforese evidenciando a presenca ou auséncia de banda
referente a amplificacéo de fragmento referente ao gene asa
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ATCC ATCC
29212 4083 25 25.1

C-

320pb 1

Figura 5.2 — Imagem de gel de eletroforese evidenciando a presenca ou auséncia de banda
referente a amplificagdo de fragmento referente ao gene ace

Gene ESP

ATCC ATCC
29212 4083 25 25.1 37 1A 2A

539 pb 1

Figura 5.3 — Imagem de gel de eletroforese evidenciando a presenca ou auséncia de banda
referente a amplificacdo de fragmento referente ao gene esp
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Tabela 5.1 - Presenca ou auséncia dos genes estudados nas cepas de Enterococcus faecalis

Genes ATCC ATCC 2.5 25.1 37 P1 P2

29212 4083
Ace + - + + + + +
Asa + - - - - + +
Esp - - + - + + +

Observou-se que apesar das cepas 2.5, 25.1 e 37 (Tabela 5.1) serem
anteriormente identificadas como Enterococcus faecalis por PCR com o gene
16S, estas ndo evidenciaram a presenca do gene asa. Enquanto que para a o
gene ace, somente a cepa ATCC 4083 nao evidenciou a presenca. E para o
gene esp, observou-se que somente as cepas 2.5, 37, 1A e 2A.

O gene ace apresentou 100% de presenca (5/5) nas cepas coletadas,
engquanto que para 0 gene asa 60% de presenca (3/5) e o gene esp 80% de

presenca (4/5).
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6 DISCUSSAO

O maior conhecimento da microbiota endodontica pode elucidar
mecanismos patoldgicos das doencas relacionadas aos canais radiculares e
direcionar as melhores condutas de tratamento. Sabe-se que 0s micro-
organismos estdo associados em forma de biofilme aderidos as paredes dos
canais e a simulagdo dos mesmos pode contribuir para esse maior

conhecimento.

7

A selecdo das espécies bacterianas para o estudo é baseada na
prevaléncia das mesmas no interior dos canais radiculares e da importancia com

relacdo a sua viruléncia.

A escolha do micro-organismo Enterococcus faecalis, se deu pela alta
prevaléncia da mesma, ja citada em diversos estudos com coletas realizadas em
retratamentos endodonticos. No entanto, ndo ha trabalhos conclusivos se essa
bactéria esta presente desde o inicio da infeccdo e persiste mesmo apos o
tratamento, ou se podemos, por meio iatrogénicos, acidentais ou por resisténcia

da resposta do hospedeiro, carregar essa bactéria para dentro do canal.

A microbiota envolvida nas necroses pulpares e abscessos apicais € mista
e dominada por bactérias anaerobias (SIQUEIRA; ROCAS, 2009). O interior dos
canais radiculares possui condi¢cdes especificas que favorecem o crescimento
de certas espécies microbianas (MOLLER et al., 1981; SUNDQVIST, 1992). Pela
dificuldade da cultura de microrganismos sensiveis e de crescimento lento, a
biologia molecular tem ajudado bastante na identificagcdo de micro-organismos
nao cultivaveis. Segundo Siqueira e Ré¢as (2009), nos abscessos endodénticos,
40% das espécies encontradas por biologia molecular sdo de filotipos néo

cultivaveis.

No entanto, 0S mesmos autores encontraram que muitas espeécies
cultivhveis estavam entre as mais frequentes detectadas pela metodologia do
“checkerboard” (biologia molecular) em casos de abscessos apicais agudos. As
espécies mais prevalentes eram Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra e

Porphyromonas endodontalis. Estudos anteriores envolvendo apenas cultura
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isolaram estas espécies dos abscessos endodoénticos (WINKELHOFF; CARLEE
GRAAFF, 1985, SUNDQVIST, 1992, GOMES et al., 1996, FERREIRA et al.,
2006), mas estudos moleculares também as detectaram em alta prevaléncia
(SAKAMOTO et al., 2006; BLOME et al., 2008; SIQUEIRA; ROCAS, 2009;
MONTAGNER et al., 2010), embora Munson et al. (2002), considerem que nas

técnicas moleculares € possivel detectar uma diversidade maior de espécies.

Estudo de Gomes et al. (2004) relata a associacdo da caracteristica
desenvolvimento de edema a presenca dos Gram-negativos Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas spp. e dos Gram-positivos Gemella morbillorum,
Peptostreptococcus micros e Enterococcus faecalis.

A bactéria, frequentemente encontrada em isolados de canais radiculares,
inclusive em com doencas periapicais persistentes, € Enterococcus faecalis
(ROCAS; SIQUEIRA; SANTOS, 2004). E um micro-organismo Gram-positivo,
anaerobio e capaz de se adaptar em alteracdes ambientais agressivas. Capaz
de se aderir em superficie dentinaria, tibulos dentinarios e de manter-se viavel
durante longos periodos dentro do canal radicular (SUNDQVISTet al., 1998;
LOVE, JENKINSON, 2002; CHIVATXARANUKUL et al., 2008; ARIAS-MOLIZ et
al., 2009; BASMACI et al., 2013).

Quando medidas de desinfeccdo dos canais radiculares durante o
tratamento ndo sdo efetivas o bastante, muitas espécies sédo eliminadas e as
mais resistentes se beneficiam, proliferando e ocupando todo o espacgo. O
microrganismo mais frequentemente detectado no retratamento endodéntico é o
Enterococcus faecalis (SUNDQVIST et al.,, 1998, MOLANDER et al., 1998;
PECIULIENE et al., 2000; PINHEIRO et al., 2003), um coco facultativo Gram-
positivo, capaz de proliferar nos tlibulos dentinarios sem associar-se a outras
espécies (SUNDQVIST et al., 1998). Esta bactéria possui fatores de viruléncia
associados com a agregacado e adesdo ao substrato dentinario, determinados
geneticamente (DELBONI, 2009). Por ser de crescimento facil em cultura, é
bastante utilizado nos testes de suscetibilidade microbiana de materiais
endodonticos, devido também a sua importancia patoldgica (ORSTAVIK;
HAAPASALO, 1990; FERRAZ et al., 2001; ZEHNDER et al., 2002; FERREIRA
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et al., 2007; VIANNA; GOMES, 2009; MERCADE et al., 2009;: RETAMOZO et
al., 2010).

Normalmente, os estudos em microbiologia endodontica focam na
identificacdo das espécies encontradas nos canais radiculares, encontrando o
predominio de bactérias anaerdbias ou focam em experimentos antimicrobianos
utilizando micro-organismos facultativos por possuirem um cultivo mais facil e
executavel. O comportamento dos microrganismos anaerobios dos canais

radiculares ndo tem sido muito descrito.

Reconhecendo o ambiente anaerdbio do sistema de canais radiculares, o
fato de que o espessamento de biofilmes leva também a anaerobiose e que, a
limitacdo de oxigénio pode aumentar a resisténcia dos biofilmes aos agentes
antimicrobianos, estudos adicionais sdo necessarios para verificar a
suscetibilidade antimicrobiana de biofilmes cultivados em condi¢cdes anaerdbias
(DUNAVANT et al., 2006). Sabe-se que a idade e a maturidade de um biofilme
influéncia a tolerancia aos agentes antimicrobianos, entdo um biofilme que
cresce por um longo periodo - caracteristica dos anaerébios - deve ser avaliado.
Segundo os mesmos autores, Enterococcus faecalis se multiplica rapidamente
nas formas plancténicas ou em biofilme, mas um ambiente anaerdbio

provavelmente simularia melhor as condi¢gbes dos canais radiculares in vivo.

Existem pelo menos quatro mecanismos elucidados que conferem
resisténcia as células que vivem em biofilmes (DUNAVANT et al., 2006): 1) O
primeiro seria a barreira de matriz extracelular, impedindo a entrada de
antimicrobianos; 2) estas células multiplicam mais devagar do que as
planctbnicas, pela propria deplecéo de nutrientes, que as for¢ca a permanecer em
um estado estacionario ou dormente, tendo como consequéncia a entrada de
antimicrobianos de modo também mais lento; 3) o metabolismo é todo alterado,
como por exemplo, a diminuicdo de oxigénio, promovendo nichos totalmente
anaerobios em profundidade; e 4) se forma uma sub-populacdo de micro-
organismos persistentes, que eram apenas uma pequena fragdo dos micro-
organismos originais neste sitio, mas depois, pela selecdo, se constituem em
uma populacdo em um estado fenotipico altamente resistente a acdo dos

agentes antimicrobianos.
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A utilizacdo da biologia molecular pode esclarecer mecanismos de
patogenicidade de diferentes micro-organismos através da investigacdo dos
seus genes e tem sido bastante utilizado principalmente em trabalhos na
Cariologia com Streptococcus mutans (RODRIGUES et al., 2008; PIERALISI et
al., 2010).

A persisténcia dos E. faecalis em canais radiculares tratados
endodonticamente pode estar associada a presenca de alguns determinantes
virulentos. Alguns estudos ja mostraram que E. faecalis isolados possuem
potenciais fatores de viruléncia (SEDGLEY et al.,, 2005; REYNAUD AF
GEIJERSSTAM et al., 2007; DELBONI, 2009). Primers para fatores de viruléncia,
tais como, substancias de agregacdo (asa e asa373), adesinas de superficie
(esp), ativador de citolisinas (cylA), gelatinase (gelE), antigem da endocardite
(efaA), antigem do colageno (ace) ja foram previamante estudados (SEDGLEY
et al., 2005; REYNAUD AF GEIJERSSTAM et al., 2007; DELBONI, 2009).

Delboni (2009) observou que em 74 cepas de E. faecalis, isoladas clinicas
de humanos, houve resultado positivo para a maioria dos determinantes
virulentos testados, com excecao dos fatores, asa373 e cylA, os quais ndo foram
detectados em nenhuma cepa. Os fatores de viruléncia ace e gelE foram
detectados em 100% das colonias, efaA em 92%, esp em 84% e asa em 70%.
Estes resultados corroboram o estudo de Sedgley et al. (2005) que detectaram
os fatores asa, ace, efaA e gelE em 100% das amostras, 0 gene esp estava
presente em 61% e o cylA em 18%, no entanto, o gene asa373 nao foi detectado

em nenhuma amostra.

A alta prevaléncia de fatores de viruléncia em cepas de E. faecalis
também foi relatada por Reynaud af Geijersstam et al. (2007) que analisaram as
amostras bacterianas isoladas de lituanos e finlandeses e detectaram
determinantes virulentos e suas proporcdes como esp (26%), citolisina (15%),
ace (95%), efaA (100%), gelE (72%) e producao de gelatinase (47%).

Adesinas de superficie encontradas em enterococcos e ace (adesina do
colageno do enterococo) foram prevalentes no trabalho de Delboni (2009). O
gene ace também pode facilitar a adeséo do E. faecalis a dentina (HUBBLE et

al., 2003). Ja a presenca do gene esp foi associada com a colonizacdo e a
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persisténcia dos E. faecalis nas infec¢des do trato urinario em ratos (SHANKAR
et al.,1999).

A pesquisa da presenca destes fatores de viruléncia no genotipo desta
espécie frequentemente isolada dos canais radiculares pode esclarecer como
esta bactéria desenvolve sua resisténcia e, a interferéncia de procedimentos
clinicos nestes fatores pode contribuir com melhorias no prognostico dos

retratamentos.
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7 CONCLUSAO

Podemos concluir que Enterococcus faecalis encontrados em lestes
primérias apresentam os genes em questao (asa, ace e esp). Serdo necessarios
mais estudos para relacionar a expressdo desses genes com a presenca

persistente desse micro-organismo em casos de retratamento.
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