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RESUMO
IDENTIFICACAO DE Enterococcus faecalis ATRAVES DAS
METODOLOGIAS PCR (Polymerase Chain Reaction) E
CONVENCIONAL EM CANAIS RADICULARES TRATADOS

Gustavo Oliveira Zoletti
Orientadores: Profa. Kétia Regina Netto dos Santos
Prof. José Freitas Siqueira Jr.

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Instituto de Microbiologia Prof.
Paulo de Goées da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte
dos requisitos necessarios a obtencao do grau de Mestre em Microbiologia.

Enterococcus faecalis € o microrganismo mais encontrado em canais tratados e,
devido a elevada incidéncia, seu papel vem sendo investigado na falha do
tratamento endodontico. O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia deste
microrganismo em canais tratados com e sem les&o perirradicular, verificar a
relacdo clonal entre as amostras isoladas e detectar possiveis fatores de
viruléncia. A identificacdo das amostras de E. faecalis foi realizada através de
PCR e por método convencional. Foram investigados os fatores de viruléncia:
gelatinase e proteina de superficie enterocécica através da deteccdo dos genes
gelE e esp, por PCR enquanto que a gelatinase também foi caracterizada
fenotipicamente. A relagdo clonal foi determinada por rep-PCR, utilizando o
iniciador RW3A. A técnica de PCR foi significativamente mais sensivel na
deteccao de E. faecalis (40/50 dentes; 80%) do que a cultura (8/50 dentes; 16%)
(p<0.001). Entre os 27 canais tratados sem lesao, E. faecalis foi detectado em 22
casos (81,5%) por PCR e em 5 casos (18,5%) por cultura, enquanto que entre 0s
23 canais com leséo, ele foi identificado em 18 casos (78,3%) por PCR e em 3
casos (13%) por cultura (p>0.05). O gene gelE foi identificado em 31 casos
(75,5%), correspondendo a 77,8% dos dentes com lesao (14/18) e 77,3% dos
dentes sem lesédo (17/22) (p>0.05). Em todas as 8 amostras clinicas de E. faecalis
isoladas em cultura foi detectado gene gelE, contudo em apenas 4 (50%) foi
observada sua expressao fenotipica, enquanto que o gene esp foi detectado em
apenas 3 (37,5%) amostras. A analise por rep-PCR demonstrou 5 grupos clonais
distintos. Embora estes achados aparentemente ndo confirmem o papel do E.
faecalis como uma possivel espécie envolvida com a falha do tratamento
endodontico, a presenca e a caracterizacdo de seus fatores de viruléncia, bem
como a diferenca clonal encontrada no presente estudo, podem indicar um papel
relevante de E. faecalis nas infec¢des refratarias.

Palavras-chave: Enterococcus faecalis, infeccdo endodontica, fatores de

viruléncia.
Rio de Janeiro
Fevereiro/2006



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF Enterococcus faecalis IN ROOT CANAL
TREATMENT ENDODONTIC BY USING PCR (Polymerase Chain
Reaction) AND CULTURE PROCEDURES
Gustavo Oliveira Zoletti
Orientadores: Profa. Kétia Regina Netto dos Santos
Prof. José Freitas Siqueira Jr.

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Instituto de Microbiologia Prof.
Paulo de Goées da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte
dos requisitos necessarios a obtencao do grau de Mestre em Microbiologia.

Enterococcus faecalis is the microorganism most commonly found in
endodontically treated root canals and, due to its high incidence, its pathogenic
role has been studied in failed endodontic treatments. The purpose of this study is
to evaluate the prevalence of this microorganism in treated root canals with and
without periradicular lesion, verify the clonal relation between the isolated samples
and detect possible virulence factors. The identification of the E. faecalis samples
was performed by PCR and by conventional method. The virulence factors studied
were: gelatinase and surface protein, through detection of ge/E and esp gene by
PCR and phenotypic characterization of gelatinase. The analysis of the clonal
relation was performed by rep-PCR, using the primer RW3A. The detection of E.
faecalis was significantly more sensitive by PCR technique, 40/50 (80%), than by
culture — 8/50 (16%) (p<0.001). Among the 27 root canals without periradicular
lesion, E.faecalis was detected in 22 cases (81.5%) by PCR and in 5 cases
(18.5%) by culture, while among the 23 root canals with periradicular lesion, this
microorganism was identified in 18 cases (78,3%) by PCR and in 3 cases (13%) by
culture (p>0.05). Out of 40 studied teeth, the ge/E gene was identified in 31 cases
(75,5%), corresponding to 77,8% of the teeth with lesion (14/18) and 77,3% of the
teeth without lesion (17/22) (p>0.05). The ge/E gene was detected in all 8 clinical
samples of E. faecalis isolated from culture, however only in 4 (50%) its phenotypic
expression was observed. The esp gene was detected in only 3 (37,5%) of the
samples isolated from culture. The rep-PCR demonstrated 5 distinct clonal groups.
Although these findings apparently does not confirm the role of E. faecalis as a
possible species involved in the failure of endodontic treatment, the presence and
characterization of its virulence factors, as well as the different clones found in this
study, indicate a important role of E. faecalis in refractory infections.

Key-words: Enterococcus faecalis, endodontic infection, virulence factores.

Rio de Janeiro
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| Introducao

I.1 Microbiologia das Doencas Pulpares e Perirradi  culares.

A Endodontia possui como principais objetivos o tratamento e a prevencgao
de infec¢bes que acometem o sistema de canais radiculares. As patologias
pulpares e perirradiculares sdo de natureza inflamatéria induzidas por fatores
fisicos, quimicos e microbianos (SIQUEIRA, ROCAS & LOPES, 2004). Contudo, o
envolvimento microbiano vem sendo indicado como o principal fator associado a
etiologia das doencas endodonticas (MILLER, 1894; KAKEHASHI, STANLEY &
FITZGERALD, 1965; SUNDQVIST, 1976; SIQUEIRA & ROCAS, 2004).

Miller, em 1894, analisando espécimes de canais radiculares relatou a
ocorréncia das trés formas bésicas de células bacterianas conhecidas: cocos,
bacilos e espirilos. Tal estudo é considerado o primeiro relato envolvendo a
associacao de microrganismos nas alteracbes pulpares e perirradiculares. No
entanto, apenas cerca de 70 anos depois foi realmente estabelecido o papel
essencial dos microrganismos na etiopatogenia das doencas endododnticas. No
estudo realizado por Kakehashi, Stanley & Fitzgerald (1965), foi comparada a
resposta de polpas dentais de ratos germ-free com aquelas de ratos
convencionais ap0s exposi¢cdo ao meio bucal. Os animais convencionais, apos
determinado periodo de tempo, desenvolveram alteracfes inflamatérias
irreversiveis ou necrose pulpar associada a lesfes perirradiculares. Por sua vez,
nas polpas dentais dos ratos germ-free foi observado reparo tecidual, com

neoformacao dentinéria na area de exposi¢cao ao meio bucal.
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Sundqvist, em 1976, investigou as condi¢cdes bacteriolégicas de canais
radiculares de dentes humanos que apresentavam necrose pulpar apos trauma
dentério. Estes elementos dentarios ndo apresentavam fratura coronaria, carie ou
restauracdes, condi¢cdes que favorecem uma possivel contaminacao pulpar por
patégenos orais. Dentre seus achados, destaca-se a prevaléncia de bactérias
anaerobias obrigatorias, as quais representaram mais de 90% das cepas isoladas.
Microrganismos foram encontrados apenas em canais de dentes com lesao
perirradicular associada, o que confirmou o papel essencial desempenhado pelo
microrganismo na inducdo destas doengas. O autor ressaltou ainda a correlagao
entre 0 tamanho da lesdo perirradicular e o0 nimero de espécies e de células
bacterianas no canal radicular.

Mais recentemente, Siqueira & ROc¢as (2005a), analisaram, através de
Nested-PCR, a prevaléncia de filotipos orais ndo cultivaveis e de novas espécies
em infecgBes endodobnticas primarias e persistentes. Em ambas infec¢gdes foi
evidenciada a presenca de doenca perirradicular através de imagem radiografica.
Em seus resultados, observaram a presenca de, pelo menos, um filotipo nas
infecgcbes primarias e a deteccdo de trés novas espécies nas infeccdes
persistentes. Concluiram que a deteccdo de bactérias ndo cultivaveis e de
espécies recentemente nomeadas sugere que bactérias ndo conhecidas possam
exercer um papel na patogenicidade da doenca perirradicular.

Uma vez determinada a estreita relagcdo entre microrganismos e as
patologias que acometem a polpa dental e os tecidos perirradiculares foi possivel

a classificagcéo das infec¢bes radiculares. Tal classificagdo considera o momento
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de estabelecimento microbiano no canal radicular: infeccdo priméria, infeccéo
secundaria e infeccéo persistente (SIQUEIRA, ROCAS & LOPES, 2004).

As infec¢bes endodoénticas primarias sdo mistas e determinados grupos de
espécies microbianas estdo mais relacionados a certos tipos de patologia
perirradicular. A microbiota comumente identificada por cultura e por métodos
moleculares em cada tipo de infeccdo endodobntica encontra-se apresentada na
Tabela I.

Tabela | - Microrganismos mais freqiientemente detectados nos diferentes tipos de

infeccdes endodonticas (SIQUEIRA, ROCAS & LOPES, 2004).

Infeccdo primaria Infec¢do secundaria e/ou Infeccdo extra-radicular

persistente
Treponema Enterococcus Actinomyces
Tannerella Actinomyces Propionibacterium
Prevotella Streptococcus
Porphyromonas Candida

Fusobacterium
Peptostreptococcus
Streptococcus
Eubacterium
Actinomyces
Campylobacter
Propionibacterium
Selenomonas
Dialister

Filifactor

Propionibacterium
Staphylococcus

Pseudomonas
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Um dos requisitos para que um determinado microrganismo participe da
patogénese das doencas perirradiculares é estar espacialmente localizado no
sistema de canais radiculares. Tal sistema apresenta fatores nutricionais, tenséo
de oxigénio e interacBes microbianas que favorecem o crescimento de patdgenos
endodonticos. Além disso, a regido permite que seus fatores de viruléncia, como
proteinases e componentes bacterianos, sejam expressos e possam ter acesso
aos tecidos perirradiculares resultando em uma resposta inflamatoria (SIQUEIRA,
2002).

Recentemente, estudos utilizando métodos moleculares, como o da
Polymerase Chain Reaction (PCR), o checkerboard para hibridizagdo DNA-DNA e
0 Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) permitiram reavaliar a
prevaléncia e a composicdo da microbiota endodbntica. Muitas espécies
bacterianas que anteriormente, através de testes convencionais de identificacao,
nao eram isoladas destas infec¢Oes, foram detectadas. Como exemplos, temos:
Olsenella ssp. (FOUAD et al., 2002), Tannerella forsythia (CONRADS et al., 1997,
SIQUEIRA, ROCAS, SOUTO et al., 2000; ROCAS et al., 2001), Treponema
denticola (SIQUEIRA, ROCAS, FAVIERI et al., 2000), Treponema maltophilum
(JUNG et al., 2001) e Prevotella tannerae (XIA, BAUMGARTNER & DAVID, 2000).
Além disso, outras espécies, ja detectadas pelo método convencional, foram
detectadas em prevaléncia significativamente mais alta, por métodos moleculares
(SIQUEIRA, ROCAS & SANTOS, 2001a; SIQUEIRA, ROCAS & SANTOS, 2001b;

ROLPH et al., 2001).
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Quando microrganismos conseguem sobreviver a terapia endodontica e
guando durante ou apés a mesma infectam o sistema de canais radiculares,
estabelecem-se as infeccOes persistente e secundaria, respectivamente
(SIQUEIRA, 2002). Contudo tais infec¢bes, classificadas como intra-radiculares,
quando disseminadas para os tecidos perirradiculares déo origem a infecgéo
extra-radicular. Seu estabelecimento pode resultar no fracasso da terapia
endoddntica (SIQUEIRA, ROCAS & LOPES, 2004).

As infec¢des secundaria e/ou persistente sdo caracterizadas pela presenca
de microrganismos dos géneros descritos na Tabela |, podendo ainda, apresentar
bactérias nao-orais, como: Enterobacter spp, Klebsiella spp, Acinetobacter spp e
pelas espécies Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (HAAPASALO,
RANTA & RANTA, 1983; RANTA, HAAPASALO & RANTA, 1988). Além destes,
fungos também tém sido encontrados nestas infec¢cdes (PECIULINE et al., 2001;
SIQUEIRA & ROCAS, 2004).

As infecgOes persistentes sdo aquelas relacionadas ao fracasso do
tratamento endodontico. Apesar de alguns estudos terem sugerido que fatores nao
microbianos possam estar envolvidos com este fracasso (LIN et al, 1991,
SIQUEIRA, 2001), a persisténcia de uma infecgao intra ou extra-radicular parece
ser o fato mais relevante no desenvolvimento ou na perpetuacdo de uma patologia
perirradicular pds-tratamento (SIQUEIRA, 2001; NOIRI et al., 2002).

Os meétodos convencionais de identificagdo microbiana, bem como os
métodos moleculares, tém revelado que a microbiota relacionada as infecgdes

intra-radiculares, secundéaria e/ou persistente associadas a canais radiculares
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tratados, é significativamente diferente daquela relacionada as infec¢gbes primarias
dos canais radiculares (MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al.,, 1998;
HANCOCK et al., 2001; FOUAD et al., 2002). Enquanto as infec¢des primarias séo
compostas  preferencialmente  por bactérias anaerObias  obrigatorias,
principalmente representadas por bacilos Gram-negativos (SUNDQVIST, 1992,
GOMES et al., 2004), as infec¢des secundaria e/ou persistente sdo compostas por
um menor numero de espécies microbianas, havendo equivaléncia entre a
prevaléncia de microrganismos anaerObios obrigatorios e facultativos
(MOLANDER et al.,, 1998; HANCOCK et al.,, 2001; ADIB et al., 2004). Os
microrganismos mais associados ao fracasso endodontico pertencem aos géneros
Actinomyces e Enterococcus (MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al., 1998).
Dentre as espécies do género Enterococcus, Enterococcus faecalis € a espécie
mais freqientemente associada ao fracasso da terapia endodontica (MOLANDER

et al., 1998; SUNDQVIST et al., 1998; HANCOCK et al., 2001).
I. 2 Infeccdo Persistente

Diferentemente das caracteristicas de uma infecgcdo endodéntica primaria,
em casos de infeccdo endoddntica persistente, ocorre um predominio de
microrganismos Gram-positivos anaerébios facultativos (HANCOCK et al., 2001,
ADIB et al., 2004; GOMES et al., 2004), além do isolamento de um menor nimero
de espécies (PINHEIRO et al., 2003, SIQUEIRA & ROCAS, 2004).

Visto que um menor numero de espécies microbianas, ou mesmo uma
monoinfec¢cdo pode ser encontrada em infecches persistentes, ressalta-se a

capacidade de algumas espécies em resistir aos procedimentos de
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descontaminacgdo do sistema de canais radiculares, bem como as condi¢des pos-
tratamento, caracterizadas por um longo periodo de escassez nutricional
(SIQUEIRA et al., 1997; FIGDOR, DAVIES & SUNDQVIST 2003; RADCLIFFE et
al., 2004).

Love, em 2001, estudou o mecanismo pelo qual E. faecalis consegue
sobreviver nos tubulos dentinarios confinados pela obturacdo do canal, uma vez
que sua invasédo é realizada previamente ao tratamento endodoéntico (SIQUEIRA,
DE UZEDA & FONSECA, 1996). O estudo demonstrou que o microrganismo
possui uma capacidade de manter o potencial de invasédo nos tubulos dentinarios
mesmo com a diminuicdo dos nutrientes e sugere ainda, que o fluido tecidual
proveniente das estruturas do periodonto possa fornecer nutrigdo suficiente para
sua sobrevivéncia.

Além do fato da espécie E. faecalis conseguir sobreviver ao tratamento
quimico-mecéanico realizado, a mesma possui ainda capacidade de resistir a
elevados niveis de pH, em funcao de seu potencial de formacao de biofilme e pelo
funcionamento de uma bomba de protons que reduz o pH citoplasmético (DISTEL
et al.,, 2002; EVANS et al., 2002). Em fungao desta capacidade, E. faecalis pode
resistir ao tratamento com medicamentos intracanais, como o hidroxido de calcio
(DAHLEN et al., 2000; ABDULLAB et al., 2004). Sua capacidade de persistir em
dentes tratados endodonticamente pode também demonstrar, mesmo que ainda
nao confirmada na endodontia, a influéncia dos fatores de viruléncia que as

espécies do género Enterococcus apresentam.
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Hubble e colaboradores, em 2003, analisaram os genes que codificam
diversos fatores de viruléncia de E. faecalis, passiveis de expresséo, relacionados
com a adesdo dentinaria. Descreveram que a colagenase e a protease serina
realizam um papel significante na ligagdo da célula bacteriana a dentina radicular.
Contudo, nao foi possivel descrever claramente um papel para a gelatinase.

Ainda, com relacdo aos fatores de viruléncia, Sedgley, Lennan & Clewel
(2004) investigaram a prevaléncia e as caracteristicas fenotipicas e genotipicas de
Enterococcus isolados de amostras de saliva. Estas amostras foram coletadas de
100 pacientes, os quais apresentavam tratamento endodontico, e de 100
estudantes de odontologia, que ndo possuiam dentes tratados endodonticamente.
Isolaram 11 cepas de E. faecalis de pacientes que apresentavam tratamento
endodontico, das quais quatro produziam hemolisina, trés gelatinase e cinco
bacteriocina. Quanto as amostras de estudantes, apenas uma foi produtora de
gelatinase e bacteriocina. O estudo apresentou como significativa a presenca oral
de E. faecalis em pacientes tratados endodonticamente.

Sundqvist e colaboradores (1998) verificaram que os fatores microbianos
podem influenciar o progndéstico do tratamento endoddntico. Observaram que nos
casos em que foi identificada a presenca de E. faecalis no momento do
retratamento, o prognostico de sucesso, em torno de 66%, era menor do que nos
casos sem esta espécie (73%).

Molander e colaboradores (1998) examinaram a microbiota existente em
100 canais obturados com leséo perirradicular, através de métodos convencionais

de identificacdo. Encontraram crescimento bacteriano em 68% (68) dos
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espécimes, dos quais, em cerca de 47% (32) dos casos, E. faecalis foi isolado.
Apresentaram ainda o isolamento desta espécie em um dente sem a presenca de
lesdo perirradicular. Neste caso, E. faecalis ndo foi a espécie dominante.
Observaram também um declinio na obtencdo de amostras bacterianas nos casos
em que o material obturador dos canais foi removido com o auxilio de solvente
(cloroformio).

Dahlén e colaboradores (2000) estudaram através de testes de
identificacdo, por método convencional (cultura), a prevaléncia de E. faecalis em
infecgBes primarias e sua susceptibilidade aos antimicrobianos, bem como, a
medicacao intracanal. Observaram a presenca desta espécie em 26 dos 29 dentes
pesquisados e a resisténcia a um grande niumero de antimicrobianos.

Peciuliene e colaboradores (2001) avaliaram a ocorréncia de
microrganismos em canais previamente tratados com presenca de leséo
perirradicular, através de testes convencionais de identificacdo. Observaram a
presenca de E. faecalis em 21 (64%) dos 33 espécimes clinicos com cultura
positiva. Em sete espécimes ndo houve crescimento microbiano. Relataram
também o fato do tamanho da lesdo perirradicular nédo refletir a quantidade e a
espécie microrbiana envolvida na infecc¢éo.

Hancock e colaboradores (2001) investigaram a microbiota de infec¢des
endodoénticas refratarias através de métodos convencionais de identificacao.
Observaram a prevaléncia de E. faecalis em 30% (10) dos dentes com cultura
positiva sendo que microrganismos foram cultivados em 33 dos 54 dentes

examinados.
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Pinheiro e colaboradores (2003) avaliaram as espécies mais comumente
isoladas de canais previamente tratados e que apresentavam lesao perirradicular
associada. Foram analisados 30 canais, dos quais 6 evidenciaram -cultura
negativa. Relataram ainda a presenca de E. faecalis em 11 (46%) dos 24 canais
com microrganismos cultivados. Observaram também um predominio de bactérias
Gram-positivas anaerdbias facultativas.

A partir da utilizagdo de métodos moleculares para identificacdo e deteccao
microbiana, foi possivel observar uma maior incidéncia de E. faecalis nos casos de
infeccdes primaria e persistente (ROCAS, SIQUEIRA & SANTOS, 2004). Além
disso, tais métodos permitiram estreitar a associagdo entre o fracasso do
tratamento endodontico e a presenga de microrganismos, uma vez que estes
foram detectados em todos os casos examinados (SIQUEIRA & ROCAS, 2004). A
Tabela Il apresenta a prevaléncia de E. faecalis nos casos de infec¢do persistente
em diferentes estudos realizados.

Tabela 1l — Prevaléncia de E. faecalis em casos de fracasso da terapia

endodéntica (SIQUEIRA, ROCAS & LOPES, 2004).

Estudo Método de N °. de espécimes / Deteccao de
Identificacao presenca microbiana E. faecalis (%)
Engstrom, 1964 Cultura 54 /21 24% (5)
Moller, 1966 Cultura 54 /31 29% (9)
Sundgvist et al., 1998 Cultura 54 /24 38% (9)
Molander et al., 1998 Cultura 100/ 68 47% (32)

Peciuliene et al., 2000 Cultura 25/20 70% (14)
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Peciuliene et al., 2001 Cultura 40/ 33 64% (21)
Hancock et al., 2001 Cultura 54 /33 30% (10)
Pinheiro et al., 2003 Cultura 30/24 46% (11)
Siqueira & Rocgas, 2004 PCR 22122 77% (17)
Récas et al., 2004 PCR 30/30 67% (20)

Siqueira & RoOc¢as (2004) investigaram atraves de PCR a ocorréncia de
varias espécies microbianas em casos refratarios ao tratamento endoddntico.
Observaram a presenca de E. faecalis em 77% (17/22) dos casos, além da
presenca de pelo menos um microrganismo em todos 0s casos.

Récas, Siqueira & Santos (2004), analisando a associacado de E. faecalis
com as diferentes formas de doencas perirradiculares através de PCR,
encontraram esta espécie em 67% (20/30) dos casos refratarios. Relataram
também a associacdo deste microrganismo com casos assintomaticos, tanto em

infec¢cBes persistentes, como em infec¢des primarias.
I.3 Género Enterococcus

Os enterococos sdo cocos Gram-positivos, catalase-negativos, cujas
células podem distribuir-se em arranjos simples, aos pares ou em pequenas
cadeias. Sao anaerdbios facultativos e possuem um Otimo crescimento a uma
temperatura de 35°C (crescimento pode variar de 10°C a 45°C). Tais espécies
possuem ainda a capacidade de sobreviver ao aquecimento a 60°C por 30
minutos (HARTKE et al, 1998). S&o microrganismos fastidiosos, com
necessidades nutricionais variaveis e 0 crescimento requer meios complexos,

contendo soro ou sangue. Todas as espécies do género crescem em caldo
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contendo 6,5% de NaCl, em pH abaixo de 9,6, além de hidrolisarem a esculina na
presenca de 40% de sais biliares (FACKLAM & TEIXEIRA, 1998).

Os enterococos se apresentam como células de formato esférico, oval ou
cocobacilar, as quais podem se arranjar em pares ou em pequenas cadeias.
Colbnias em agar sangue possuem em média 1 a 2 mm de diametro, podendo ser
menores (PORTENIER et al., 2003). Aproximadamente, um tergco das culturas de
E. faecalis pode ser B-hemolitico em agar contendo sangue de coelho, cavalo ou
humano, porém n&o-hemolitico em &gar sangue de carneiro (FACKLAM &
TEIXEIRA, 1998).

Os enterococos s&0 microrganismos comensais que habitam os tratos
gastrintestinal e vaginal, além da cavidade oral (JETT, HUYCKE & GILMORE,
1994). De acordo com o0 estudo do NNISS (National Nosocomial Infections
Surveillance System, 1997) os enterococos sao a quarta principal causa de
infecgcbes nosocomiais. Dentre as espécies, E. faecalis é a mais comum,
representando de 80 a 90% das amostras de enterococos isoladas de humanos
(TEIXEIRA & FACKLAM, 2003). Sua importancia clinica esta associada ao fato de
ser um patdégeno oportunista, principalmente em pacientes com doengas severas,
imunocomprometidos e que tenham permanecido hospitalizados por um longo
periodo de tempo (ELSNER et al.,, 2000). S&o, freqientemente, isolados de
infecgBes intra-abdominais, pélvicas e infec¢bes de tecidos moles (PORTENIER et
al., 2003) e responsaveis por 5 a 15% dos relatos de infec¢gbes do trato urinario e
de 8 a 15% dos casos de endocardites (SHANKAR et al., 2001; NAKAYAMA,

KARIYAMA & KUMON, 2002; BALDASSARRI et al., 2004), tendo sido causadores
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de 13,5% das bacteriemias entre 1992 e 1999 (NNIS, 1997). Estdo presentes
ainda na cavidade oral, bem como em infeccbes endodbnticas primarias e
infeccdes que acometem as estruturas periodontais (COLOMBO et al., 1998;
HUBBLE et al., 2003; ROCAS, SIQUEIRA & SANTOS, 2004). Como dito
anteriormente, predominam dentre as amostras isoladas de tratamentos
endoddnticos que fracassaram (SIQUEIRA & ROCAS, 2004).

Os enterococos foram fisiologicamente separados, em cinco grupos, de
acordo com suas caracteristicas fenotipicas de utilizagdo do manitol, da sorbose e
quanto a hidrélise da arginina. Os grupos e suas respectivas espécies estdo
listados na Tabela Ill (TEIXEIRA & FACKLAM, 2003). Esta divisdo classifica o E.
faecalis no Grupo Il, o grupo possui ainda: E. faecium, E. casseliflavus, E. mundii e
E. gallinarum. As cinco espécies apresentam como caracteristicas fenotipicas
comuns a formagéo de acido em caldo manitol e a hidrélise da arginina, porém
ndo formam acido em caldo sorbose e possuem ainda variacbes quanto a
utilizacdo do sorbitol. E. faecalis é o Unico membro que ndo fermenta arabinose,
mas tolera telurito e utiliza piruvato (TEIXEIRA & FACKLAM, 2003).

Tabela Ill - Grupos de enterococos formados de acordo com caracteristicas

fenotipicas comuns (TEIXEIRA & FACKLAM, 2003).

Grupo | Grupo I Grupo Il Grupo IV Grupo V

E. avium E. faecalis E. durans E. sulfureus E. columbae
E. gilvus E. gallinarum E. ratti E. asini

E. pallens E. mundtii E. porcinus E. cecorum

E. malodoratus E. haemoperoxidus*  E. hirae

E. raffinosus E. faecium E. dispar

E. pseudoavium E. casseliflavus

E. saccharolyticus
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* espécie descrita recentemente, possivelmente sera incluida do Grupo Il

Durante varias décadas, a prevaléncia da espécie E. faecalis tem sido
avaliada através da utllizagdo do método de cultura, tanto em infeccdes
endodonticas primarias (SUNDQVIST, JOHANSSON & SJOGREN, 1989), quanto
em infeccdes persistentes do sistema de canais radiculares (MOLANDER et al.,
1998, SUNDQVIST et al., 1998).

Estudos moleculares envolvendo deteccdo de enterococos a partir de
infeccdes endodonticas, tém utilizado o single PCR para a amplificagdo do gene
tuf, responsavel pela codificacdo do fator de alongamento Tuf (FOUAD et al.,
2002), a amplificacao da regido intergénica do 16S/23S do rDNA (MOLANDER et
al., 2002), o método de checkerboard para hibridizagdo DNA-DNA, utilizando
sondas gendmicas totais (SIQUEIRA, ROCAS & SANTOS, 2001a), a amplificacdo
do 16S rDNA (SIQUEIRA & ROCAS, 2004) e o Real-Time PCR (SEDGLEY,

NAGEL et al., 2005).
1.3.1 Fatores de Viruléncia

As espécies do género Enterococcus ndo séo intrinsicamente tao virulentos
quanto outras espécies Gram-positivas, tais como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumonae ou Streptococcus pyogenes, 0 que torna o estudo de
sua patogenicidade mais dificil (KOCH et al., 2004). Apesar da ndo comprovacgao
de uma possivel participacdo dos fatores de viruléncia de enterococos em
humanos, diversos destes fatores vém sendo descritos (JETT, HUYCKE &

GILMORE, 1994; MUNDY et al., 2000; EATON & GASSON, 2001; PORTENIER,
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WALTIMO & HAAPASALO, 2003). Estes tém sido bem caracterizados em E.
faecalis e incluem: citolisinas e enzimas proteoliticas (gelatinase e protease
serina), adesinas enterococicas (substancia de agregacao, proteina de superficie
enterocécica -Esp, proteina de adesdo ao colageno - Ace, antigeno A -EfaA) e
polissacarideos capsulares e da parede celular (JETT, HUYCKE & GILMORE,
1994; MORRISON, WOODFORD & COOKSON, 1997).

A gelatinase é uma metaloprotease fortemente hidrofébica que pode clivar
gelatina, insulina, caseina, hemoglobina, colageno e fibrina (MAKINEN, CLEWELL
& MAKINEN, 1989; WATERS et al., 2003). Com a sua purificacdo em 1989
(MAKINEN, CLEWELL & MAKINEN, 1989) e posterior determinacdo de sua
sequéncia de nucleotideos (SU et al., 1991), inimeros estudos foram descritos na
tentativa de associar suas propriedades proteoliticas com a elevada incidéncia dos
enterococos nas endocardites (BALDASSARRI et al.,, 2004), bacteriemias
(VERGIS et al., 2002), infec¢gBes urinarias (NAKAYAMA, KARIYAMA & KUMON,
2002) e infecgbes orais (HUBBLE et al., 2003). Apesar de contribuir para a
viruléncia do E. faecalis em modelo animal (DUPONT et al., 1998) e apresentar
participacdo na formacéo de biofilme (HANCOCK & PEREGO 2004; KRISTICH,
CVITKOVITCH & DUNNY, 2004), ndo foi possivel comprovar ainda a acdo da
gelatinase em infecgdes humanas.

A proteina de superficie de Enterococcus (Esp) é codificada pelo gene esp
e estd associada a parede celular, parecendo contribuir para a colonizagdo e
persisténcia de algumas cepas de E. faecalis durante infec¢gdes (SHANKAR et al.,

2001; KOCH et al., 2004). Possivelmente, apresenta um papel determinante na
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interacdo primaria dos Enterococcus spp. a superficies e na formacéo do biofilme
através da interacdo entre as células bacterianas (SHANKAR et al.,, 1999;
MUNDY, SAHM & GILMORE, 2000; TENDOLKAR et al., 2004).

Coque e colaboradores (1995) investigaram o papel dos fatores de
viruléncia gelatinase, hemolisina e substancia de agregacdo em amostras clinicas
de E. faecalis. As amostras foram obtidas de pacientes com endocardite, com
outros tipos de infeccdo, de pacientes hospitalizados sem infeccdo e de
voluntarios saudaveis da comunidade. A producdo de gelatinase mostrou
resultado significativo para amostras isoladas de casos clinicos, quando
comparado as amostras isoladas de voluntarios saudaveis. Contudo, tal fato nédo
permitiu determinar sua participacdo na doenga, uma vez que sua expressao
esteve ausente em 46% dos casos de endocardite e presente em 62% das
amostras hospitalares obtidas de individuos sem infeccéo.

Vergis e colaboradores (2002) avaliaram a associacao entre a presencga de
fatores de viruléncia produzidos por enterococos, como gelatinase, hemolisina e
proteina de superficie (Esp) na mortalidade de pacientes com bacteremia
enterocécica. Foram pesquisados 398 pacientes sendo que em 219 amostras de
enterococos isoladas, houve a producdo da gelatinase em 64% e, em 32% foi
observada a presenca do gene esp. Contudo, tal percentagem néo apresentou
valor significativo quando relacionado a uma possivel influéncia dos fatores de
viruléncia na mortalidade do paciente.

Da mesma forma, Roberts e colaboradores (2004) observaram em 215

amostras fecais coletadas de pacientes com endocardites e voluntarios saudaveis,
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gue a produgcdo de gelatinase era similar entre os enterococos isolados dos
diferentes grupos. Relataram também uma discrepancia entre a producdo de
gelatinase (60%) e a presenca do gene gelE (92%). Tal discrepancia entre a
presenca do gene gelE e a expresséo do fator de viruléncia pode ser justificada
pelo fato da transcricdo do gene ser regulada pelo locus fsr (QIN et al., 2000; QIN
et al.,, 2001). O locus fsr composto pelos genes fsrA, fsrB e fsrC possui
similaridade com o locus agr/hld presente em Staphylococcus aureus responséavel
pela regulacdo da expresséo de fatores de viruléncia através de sistema quorum-
sensing (QIN et al., 2001).

Nakayama, Kariyama & Kumon (2002) definiram a relacdo entre fenotipo e
genotipo na producdo de gelatinase em amostras de E. faecalis isoladas de urina
através da regulacdo pelo locus fsr. Os autores descreveram uma delecéo
cromossomica de 23,9 quilobases na regiao do locus fsr entre amostras que nao
expressavam a gelatinase, apesar de apresentarem o gene gelE. Relacionaram
ainda que um feroménio estd associado com a ativacdo da biossintese da
gelatinase pelo gene gelE. Este peptideo media um sistema quorum-sensing em
E. faecalis dependente da densidade celular para expressdo do locus fsr e,
consequentemente, o gene gelE (NAKAYAMA, CAO, HORII, SAKUDA &
NAGASAWA, 2001; NAKAYAMA, CAO, HORII, SAKUDA, AKKERMANS et al.,
2001; CARNIOL & GILMORE, 2004). Em fungao da importancia do locus fsr na
expressao de fatores de viruléncia, sua identificagdo vem sendo considerada
importante para determinar a patogenicidade do microrganismo (QIN et al., 2000;

PILLAI et al., 2002; SIFRI et al., 2002; ENGELBERT et al., 2004).
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Archimbaud e colaboradores (2002) investigaram a presenca dos fatores de
viruléncia Esp (proteina de superficie), AS (substancia de agregacao), citolisina e
gelatinase em amostras de enterococos isoladas de pacientes com endocardites,
bacteriemias e voluntarios saudaveis. Avaliaram também a capacidade destas
amostras aderirem a células humanas, in vitro. A producdo de gelatinase foi
demonstrada em 100% das amostras coletadas de sangue (pacientes com
bacteriemia), em 55% dos voluntarios e em apenas 20% dos pacientes com
endocardite. Relataram que todas as amostras produtoras de gelatinase
produziam também citolisina. Quanto a presenca do gene esp, em todas as
amostras de sangue e de endocardite foi identificado este gene. Contudo, nao foi
observada correlagdo da presenca deste gene, bem como dos demais fatores de
viruléncia, com a aderéncia bacteriana em células humanas in vitro.

Sedgley, Molander e colaboradores (2005) investigaram o fendtipo, e o
genotipo e a viruléncia de 33 cepas de enterococos obtidas de canais radiculares.
Entre as amostras, 31 eram de E. faecalis, das quais 23 (74,2%) produziam
gelatinase e 18 (58,1%) apresentavam o gene esp. Contudo, todas as cepas de E.
faecalis apresentavam o gene gelE que codifica a gelatinase. Para justificar esta
diferenca, os autores analisaram as oito amostras que nao expressavam
gelatinase e verificaram que seis apresentavam uma dele¢cdo cromossémica no

locus fsr.
1.3.2 Epidemiologia Molecular

O aumento na taxa de isolamento de microrganismos pertencentes ao

género Enterococcus no ambito das infecgcdes humanas, particularmente as de
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origem nosocomial, gerou certo aprofundamento dos estudos referentes a
diversidade genética daqueles microrganismos. O uso de técnicas moleculares
tem contribuido de forma significativa na definicdo da distribui¢cdo clonal, tornando
possivel a demonstracao da transmissdo destes microrganismos por contato direto
e indireto entre pacientes.

Os métodos de tipagem molecular, dependendo da metodologia
empregada, apresentam diferentes graus de reprodutibilidade e de poder de
discriminacdo. Varios desses métodos foram utilizados para a discriminagdo de
amostras de Enterococcus, incluindo a analise do polimorfismo eletroforético de
isoenzimas MLEE - Multilocus Enzyme Electrophoresis (TOMAYKO & MURRAY,
1995); andlise de padrdes plasmidiais (ZERVOS et al., 1987); andlise do DNA
cromossOmico apoés clivagem com endonucleases de elevada frequéncia de corte
com posterior andlise através de eletroforese convencional (REA) (HALL et al.,
1992); andlise dos perfis de fragmentagdo do DNA cromossdmico através das
diferentes variantes da técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE)
(MURRAY, 1990); técnicas de amplificacdo do DNA baseados na metodologia da
reacdo da polimerase em cadeia (PCR) com as suas diferentes variantes como a
analise do polimorfismo de segmentos de DNA amplificados de forma aleatéria
(AP-PCR) (VAN BELKUM et al., 1995) e a analise do polimorfismo das sequéncias
repetitivas palindromicas extragénicas (rep-PCR) (MALATHUM et al., 1998). Mais
recentemente, somaram-se a essas, as técnicas de “Multilocus Sequence Typing”-
MLST (NALLAPAREDDY et al., 2002) e “Multiple-locus Variable-number Tandem

Repeat Analysis”-MLVA (TOP et al., 2004).
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Quando comparada com outros métodos moleculares, a analise do DNA
cromossOmico, através da eletroforese em campo pulsado, mostrou-se com
elevado poder discriminatorio para correlacionar amostras, sendo a mais
recomendada, até o momento, para estudos epidemiolégicos (GORDILLO et al.,
1993; MALATHUM et al., 1998).

O desenvolvimento de sistemas de tipagem genética contribuiu de forma
marcante para o rastreamento e compreensdo da disseminag¢do de amostras de
Enterococcus. Tais sistemas sao baseados na observacdo de que, amostras de
uma mesma espécie, podem apresentar ampla variabilidade no DNA, decorrente
de eventos genéticos como mutacbes pontuais, insercdes, delecbes e
recombinagdes (TENOVER et al.,, 1995; STRUELENS et al.,, 1996). Diferentes
sistemas de tipagem molecular sdo de auxilio em estudos epidemioldgicos, sendo
que a utilizacdo combinada de varios deles parece ser o ideal (WILLEY et al.,
1994). Em contrapartida, os sistemas de tipagem fenotipica, tais como biotipagem,
sorotipagem e fagotipagem s&o de valor limitado para o estudo de Enterococcus,
devido ao baixo poder discriminatério, uma vez que ndo detectam diferencas
significativas entre amostras da mesma espécie (MURRAY, 1990).

De acordo com o apresentado, em funcdo da elevada incidéncia da espécie
E. faecalis em casos de fracasso do tratamento endoddntico, torna-se necessario
averiguar o papel deste patdogeno no sistema de canais radiculares de dentes
tratados com e sem leséo perirradicular, analisando sua incidéncia e verificando
se alguns fatores de viruléncia estdao associados com sua capacidade de

persisténcia nestes canais.
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[l Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar possiveis fatores responsaveis
pelo fracasso do tratamento endodontico através da analise da incidéncia de E.
faecalis e seus fatores de viruléncia em dentes com canais tratados e indicagéo de
retratamento.

Os objetivos especificos sao:

1- Comparar a eficacia da técnica de PCR com a de cultura quanto a
deteccdo e identificagcdo de E. faecalis em dentes com canal
radicular tratado;

2- Comparar a incidéncia de E. faecalis e a presenca dos genes
gelE e esp em espécimes clinicos coletados de dentes tratados
com e sem lesao perirradicular;

3- Correlacionar a presenca do gene gelE em amostras de E.
faecalis isoladas com a capacidade de expressédo do fator de
viruléncia em meio de cultura.

4- Avaliar a diversidade genética das amostras de E. faecalis
isoladas, através da andalise do polimorfismo a partir da
amplificacdo de padroes de sequéncias repetidas (rep-PCR,

repetitive extragenic palindromic PCR).
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Il Materiais e Métodos

lll.1 Selecao da amostra.

Foram avaliados 53 dentes de aproximadamente 42 pacientes adultos com
idades entre 19 e 76 anos com indicacéo de retratamento endoddntico, dos quais
25 apresentavam lesao perirradicular. Os casos sem leséo perirradicular foram
encaminhados para retratamento quando: o dente apresentava persisténcia de
sintomatologia dolorosa ou desconforto a percusséao e a palpacéo, havia o contato
do material obturador com a cavidade oral por um periodo maior que 30 dias
(SIQUEIRA, ROCAS & LOPES, 2004). Ambos os grupos foram selecionados e

separados através de exame radiografico (Figura 1).

Figura 1 — A radiografia apresenta os dois tipos de casos selecionados no estudo.
O dente A no qual é possivel visualizar a presenca da lesdo perirradicular
(indicada pela seta) e o dente B que n&o apresenta a patologia.
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As amostras foram coletadas nos Servigcos de Endodontia da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro e da Faculdade de
Odontologia da Universidade Estacio de Sa. Alguns casos também foram
coletados em um consultério particular situado na cidade do Rio de Janeiro.

Nas Instituicbes de ensino odontolégico, o atendimento foi realizado por
alunos sob supervisdo de profissionais da proépria instituicdo. Contudo, as etapas
necessarias para a realizacdo deste trabalho, incluindo a coleta de amostras
clinicas, foram realizadas por um dos profissionais envolvidos no projeto. No
servico particular, todo o tratamento endoddntico foi realizado pelo proprio autor.

Além da indicagdo de retratamento do canal radicular, foram utilizados
como critérios de inclusdo os dentes nos quais o limite apical de obturacdo do
sistema de canais radiculares encontrava-se entre 0 (zero) e cinco milimetros
aguém do apice radiogréafico. Os dentes selecionados ndo apresentavam recessao
gengival significativa, tampouco a presenca de bolsa periodontal com

profundidade maior que quatro milimetros.

Fig.2 ; Fig. 3

Figuras 2 e 3 — Apresentam os critérios de exclusdo utilizados no estudo. Na figura
2 a seta indica a presenca de uma bolsa periodontal maior que 4 mm. Na figura 3
€ possivel a visualizacdo de um limite apical de obturagcdo maior que 5 mm do
apice radiografico.
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I11.2 Coleta e cultivo dos espécimes clinicos

Os dentes incluidos no estudo foram submetidos & remocédo de placa
bacteriana, com a finalidade de diminuir possiveis contaminantes ao procedimento
de coleta. Posteriormente, foram isolados do contato com a saliva na cavidade
oral através da utilizagédo de dique e lencol de borracha.

Apds 0 adequado isolamento dos dentes da cavidade oral, o campo
operatorio foi descontaminado através da limpeza com peréxido de hidrogénio a
3% e posterior desinfeccdo com hipoclorito de sddio a 2,5% (SIQUEIRA &
ROCAS, 2004). Em seguida, procedeu-se o completo acesso & camara pulpar e
consequentemente ao material obturador presente no interior do canal. Tal
procedimento foi realizado com brocas previamente esterilizadas sem a utilizagao
de agua. Logo ap6s a adequada visualizacdo do material obturador a ser
removido, a cAmara pulpar bem como todo o campo operatoério, que inclui o lencol
de borracha e o grampo para o isolamento, foram novamente desinfetados com o
uso de hipoclorito de sodio a 2,5%.

Depois de eliminados os possiveis contaminantes no ato da coleta,
residuos de hipoclorito de sodio na coroa dentaria e na camara pulpar foram
neutralizados com o uso de tiossulfato de sédio a 5% (SIQUEIRA & ROCAS,
2004). Apos a neutralizacéo, foram coletadas amostras para o controle da eficacia
da descontaminacao, utilizando-se dois cones de papel esterilizados (EndoPoints
— Paraiba da Sul, RJ, Brasil) esfregados sobre a superficie da coroa
descontaminada. Os cones foram transferidos para tubos contendo 2 mL de caldo

Enterococcosel (meio seletivo para microrganismos que conseguem hidrolisar
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esculina na presenca de bile; Becton Dickinsion Microbiology Systems,
Cockeysville, Maryland - USA) e incubados a 35°C por um periodo de até 72
horas.

A guta-percha, material obturador endodontico, foi removida da porcéo
coronaria do canal através da utilizacdo de brocas Gates-Glidden (Dentsply —
Petropolis, RJ, Brasil), assim como o material localizado na por¢céo apical através
do uso de limas do tipo K (Dentsply) ou Hedstréem (Dentsply), ou ambas
(SIQUEIRA & ROCAS, 2004). Foi realizada uma radiografia para confirmacéo da
completa remoc¢ao do material obturador e da desobstrugédo apical do dente. Nao
foram utilizados solventes, como eucaliptol e cloroférmio, para a remoc¢ao da guta-
percha, em funcdo da acao antimicrobiana destas solugcdes (MOLANDER et al.,
1998).

Apds a confirmacao radiografica da remoc¢édo do material obturador, o canal
radicular foi inundado com tiossulfato de sodio a 5%, em quantidade suficiente
para preencher toda a luz do canal. Com o objetivo de proporcionar maior
quantidade de material clinico para analise posterior, as paredes do canal foram
limadas, com o uso de limas tipo-K (Dentsply). Este material constava de restos de
material obturador, guta-percha e/ou cimento endoddntico, e “debris” de dentina
radicular possivelmente contaminada. Para a coleta nesta etapa, foram utilizados
qguatro cones de papel absorvente esterilizados (EndoPoints), sendo que sua
distribuicdo foi feita da seguinte forma: o primeiro e 0 quarto cones de papel
colocados no interior do canal radicular foram transferidos para o0 meio

Enterococcosel. Ap6s a coleta o meio foi incubado a 35°C por um periodo de até
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72 horas. O segundo e o terceiro cones de papel foram transferidos para uma
solucdo de TSB-DMSO (dimetil sulfoxido em caldo de soja-tripticase - a partir da
amplificacdo de padrbes de sequiéncias repetidas (Sigma Chemical Co., St Louis,
EUA) a 5% (Sigma Chemical Co.) e imediatamente congelados. Os cones de
papel permaneceram dentro do canal radicular até sua umidificacdo ser
visualizada. Esta sequéncia foi realizada em funcdo da sensibilidade dos testes a

serem empregados.
[11.3 Identificacdo convencional de amostras de E. faecalis

As amostras positivas no caldo Enterococcosel foram inoculadas em placa
contendo “Blood Agar Base” (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino) acrescido de
5% de sangue desfibrinado de carneiro, seguida por incubacdo a 35C por 18-24
horas. Uma vez confirmada a pureza das amostras, estas foram estocadas em
criotubos contendo TSB (Sigma Chemical Co.) acrescido de 20% de glicerol (v/v)
e armazenadas a uma temperatura de — 20°C.

Para identificacdo das amostras isoladas, uma aliquota de cada suspenséao
foi inoculada em placa contendo “Blood Agar Base” (Oxoid) acrescido de 5% de
sangue desfibrinado de carneiro, seguida por incubacdo a 35T por 18-24 horas.
Apdés a confirmagdo da pureza das amostras, foram realizados testes
convencionais para a identificacdo do género Enterococcus e da espécie E.
faecalis (FACKLAM & COLLINS, 1989; TEIXEIRA & FACKLAM, 2003).

As amostras foram inicialmente caracterizadas como E. faecalis através da
morfologia colonial, aspecto morfotintorial, auséncia na producdo da enzima

catalase, crescimento em presenca de bile, crescimento em 6,5% de cloreto de
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sodio, hidrélise de esculina, hidrolise do PYR e LAP, descarboxilagdo da arginina,
teste de motilidade, producdo de pigmento e producdo de &cidos a partir da
arabinose, manitol, metil a-D-glucopiranosideo, rafinose, sacarose, sorbitol e
sorbose.

[11.3.1 Caracterizagcdo do género Enterococcus

A Figura 4 mostra os testes usados para a caracterizacdo do género

Enterococcus.
CGF
v
Catalas
|
v v
+ -
Staphylococcus Bile-esculina, NaCl, LAP, PY
Micrococcus
v v
OF +
[
v v y
MF MO Enterococecus
v v
Staphylococcus Micrococcus

Figura 4 — Fluxograma para caracterizagao fenotipica do género Enterococcus

MF = Metabolismo Fermentativo
MO = Metabolismo Oxidativo

1- Coloracéao de Gram
Apds o crescimento das amostras no caldo seletivo Enterococcosel (Becton

Dickinsion) a 35C por 72 horas, estas foram cultivadas em &agar sangue.
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Posteriormente, foi feito esfregaco em lamina de vidro o qual foi corado pelo

método de Gram e observado ao microscopio optico.

2-Producao da enzima catalase
A observacdo da producdo de catalase foi efetuada por metodologia
convencional, em lamina de vidro. Uma suspensdo espessa do microrganismo foi
depositada sobre uma gota de peroxido de hidrogénio (H2O2) a 3% (v/v). A
formacéo de bolhas resultantes da hidrélise do H,O, por acédo da enzima catalase

foi indicativa de reagao positiva.

3- Hidrélise da esculina em presenca de 40% de bile
As amostras foram semeadas em agar Bile Esculina (Bile Esculin Agar,
BEA, Difco Labs., Sparks, MD, USA) e incubadas a 35C por 18h-24h. A
positividade do teste foi considerada pelo escurecimento do meio, em funcdo da
hidrolise da esculina em esculetina, na presenca de 40% (v/v) de bile. As amostras

negativas foram confirmadas apos sete dias de incubacgao.

4-Crescimento em 6,5% de cloreto de sédio

A tolerancia a altas concentragdes de sal foi observada pelo crescimento
bacteriano em 3 mL de BHI - Brain Heart Infusion (Difco Labs.) acrescido de
cloreto de sodio a 6,5% (p/v) (Merck Industrias Quimicas S.A., Rio de Janeiro,
Brasil), 0,1% de solucéo alcodlica de puarpura de bromocresol (Sigma Chemical
Co.)a 1,6% (v/v) e 0,1% (p/v) de D-glicose (Sigma Chemical Co.). ApGs incubacao
a 35°C durante 18-24h a turvagdo do meio acompanhada ou ndo da mudanca de
coloracdo de purpura para amarelo foi considerada como indicativo de reacéo

positiva.
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5-Hidrolise do PYR (L-Pirrolidonil-  pB-Naftilamida) (PYR) e do LAP

(L-Leucina- B-Naftilamida)

Para a execucao destes testes, uma suspensdo espessa de cada amostra
obtida a partir do crescimento em agar sangue a 35°C por 18h-24h foi preparada
em 0,2mL de caldo Todd-Hewitt (Todd-Hewitt Broth, THB, Difco, Labs.) contendo
0,01% (p/v) de PYR (Sigma Chemical Co.) ou 0,02% (p/v) de LAP (Sigma
Chemical Co.). Apés um periodo de 4h de incubacdo a 37C em banho-maria,
foram adicionadas uma a duas gotas de solucao reveladora contendo dimetilamino
cinamaldeido a 1% (Sigma Chemical Co.) em HCI (Merck) a 10% (v/v). A leitura do
teste foi feita imediatamente apoOs agitacdo suave e em até 10 minutos. A
positividade dos testes foi considerada pelo aparecimento de coloragao rosa forte

ou purpura.

I11.3.2 Identificacdo de espécies de enterococos (FACKLAM & COLLINS,

1989; TEIXEIRA e FACKLAM, 2003)

A Tabela IV mostra as caracteristicas bioquimicas das principais espécies

do género citado.
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Tabela IV - Caracteristicas bioquimicas das principais espécies de enterococos

(TEIXEIRA & FACKLAM, 2003).

ESPECIES M S A A S R M P S M
A O R R B A O I A G
N R G A L F T G C P
Grupo |
E. avium + + - + + - - - + v
E. gilvus + + - - + + - + + -
E. pallens + + - - + + - + + +
E. malodoratus + + - -+ o+ - -+ v
E. raffinosus + + - + + + - - + Vv
E. pseudoavium + + - - + - - - + o+
E. saccharolyticus + + - - + o+ - - + o+
Grupo Il
E. faecalis +* S + - - T
E. faecium + - + + v v = - F* -
E. casseliflavus + - + o+ v + o+ 4 +
E. mundtii + - + + V] + - + + -
E. gallinarum + - +* 4+ - + 4* i} + +
Grupo Il
E. durans - - + - - - - - - -
E. hirae - - + - - + - - + .
E. dispar - - + - - + - - + +
E. porcinus - - + - - - - - - -
E. ratti - - + - - - - - . .
Grupo IV
E. sulfureus - - - - - + - + o+ o+
E. cecorum - - - - + + - - + -
E. asini - - - - - - - - + .
Grupo V
E. columbae + - - + + + - - + -

MAN — manitol; SOR — sorbose; ARG — descarboxilagd@rginina; ARA — arabinose; SBL — sorbitol; RAF
— rafinose; TEL — telurito; MOT — motilidade; PIGproducéo de pigmento; SAC — sacarose; MGP - metil
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D-glucopiranosideo. Simbolos: + 90% ou mais de £@paitivas; - 10% ou menos de cepas positivast-V 1
89% de cepas positivas; * ocorréncia de amostipEa.
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a- Producao da enzima arginina descarboxilase

Para o teste da decarboxilagdo da arginina foi utlizado o meio
Decarboxylase Base Moeller (Difco, Labs.) com pH 6,0 e acrescido de 1% (p/v) de
L(+)-arginina (Sigma Chemical Co.). Apdés a inoculagdo de uma gota da
suspensdo densa da amostra preparada em salina 0,85%, foi adicionada uma
camada de cerca de 10 mm (3 a 4 gotas) de 6leo mineral estéril (Nujol, Ind. Quim.
e Farmac. Schering Plough S.A, Rio de Janeiro, Brasil) e os testes foram
incubados a 35C. Um tubo com caldo Base Moller sem arginina também foi
inoculado com a amostra como controle do teste. A leitura do teste foi feita
diariamente apos 24, 48 e 72 horas de incubacédo. A modificacdo da coloracédo do

meio para amarelo foi indicativo de resultado negativo.

b-Fermentacéo de carboidratos
A fermentacéo de carboidratos foi verificada pela inoculagdo de duas gotas
de suspensdo densa da amostra em salina a 0,85%, em 3mL de caldo HIB
contendo 0,1% (p/v) de purpura de bromocresol e 1% (p/v) (Sigma Chemical Co.)
de um dos seguintes acUcares: manitol, sorbose, arabinose, sorbitol, rafinose,
sacarose e metil a-D-glucopiranosideo (Sigma Chemical Co.). A leitura foi feita
diariamente por um periodo de até sete dias de incubacéo a 35°C. A modificagéo

de coloracdo do meio para amarelo foi indicativa de resultado positivo.

c-Teste de motilidade
A motilidade foi verificada pela inoculacdo da amostra a partir de meio
so6lido, em picada vertical com auxilio de uma agulha bacteriologica em 3mL do

meio semi-sélido “Motility Medium” (Gibson Laboratories, Inc. Lexington, KY,
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EUA). A leitura foi feita diariamente por um periodo de até sete dias de incubagéo

a 30°C.

d- Producao de pigmento
A producéo de pigmento foi verificada apés cultivo da amostra na superficie
de placas contendo agar sangue em 18-24 horas de incubacgdo a 35°C, através da
utilizagdo de um “swab” passado sobre o crescimento bacteriano. A producédo de

pigmento € indicada pela visualizagcdo de uma coloracdo amarela.
I1l.4 Caracterizacdo fenotipica da producéo da gela tinase (COQUE et al., 1995)

A producao da gelatinase foi determinada utilizando-se o meio Todd-Hewitt,
acrescido de 1,5% (p/v) de agar e 3% (p/v) de gelatina (Sigma Chemical Co.).
Apds crescimento das amostras em Agar sangue estas foram cultivadas em spots
na superficie do meio com gelatina, as placas foram incubadas por 18-24 horas a
35°C e entéo resfriadas por 5 horas a 4°C. O aparecimento de um halo opaco ao

redor da coldnia correspondeu a um resultado positivo de hidrolise da gelatina.
I11.5 Identificac@o genotipica da espécie e de fato  res de viruléncia

1- Liberacdo do DNA por lise térmica segundo Siquei  ra & Récas (2004)
Todos os espécimes clinicos estocados em TSB-DMSO (Sigma Chemical
Co.) foram descongelados e agitados em vortex por 30 segundos. A suspensao foi
lavada trés vezes com 100 pl de agua Milli-Q esterilizada e centrifugada por 2
minutos a 2500 x g. O sedimento foi recuperado em 100 pl de 4gua Milli-Q, fervido

por 10 minutos e imediatamente resfriado em gelo por 1 hora.
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Posteriormente, apds centrifugagdo por 10 segundos a 9000 x g a 4°C para
remocao de debris celulares, o sobrenadante foi coletado e utilizado para a reacéo

de PCR.

2- Identificagdo genotipica da espécie  E. faecalis (ROCAS, SIQUEIRA e
SANTOS, 2004)

Para a identificacdo desta espécie bacteriana foram utilizados 5ul do DNA
liberado por lise térmica em um volume final de reacdo de 50ul, além de 1pM de
cada iniciador especifico, 5 pl de tampdo PCR 10X (10mM de Tris-HCI, pH 8,0 e
25mM de KCI - Biotools B&M Labs. S.A., Nave, Madrid, Espanha), 2 mM de
MgCl,, 1.25 U de Tag DNA polimerase (Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil) e
100uM de cada desoxinucleotideo trifosfatado (Life Technologies).

Apbés realizacdo de uma etapa de desnaturacdo inicial de 95°C por 2
minutos, 36 ciclos de amplificacdo foram realizados através de desnaturacdo a
95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto e extens&do a 72°C por 1

minuto. Uma etapa final de extenséo foi realizada a 72°C por 2 minutos.

DNA alvo Sequéncia dos primers Tamanho Referéncia
amplicon
(pb)
rDNA 16S de 5°-GTT TAT GCC GCA TGG CAT AAG AG-3’ 310 Récas, Siqueira &
E. faecalis 5-CCG TCAGGG GAC GTT CAG-3° Santos, 2004




3-Deteccdo de DNA bacteriano nos espécimes clinicos

1996)
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(ASHIMOTO et al.,

Para a confirmacao da presenca de DNA bacteriano nos espécimes clinicos

e da eficacia da extragéo de DNA, foi utilizado o protocolo segundo Ashimoto et al.

(1996) com iniciadores universais para o gene DNAr 16S. O volume da reacédo

final de PCR, seus componentes bem como os ciclos de amplificagdo foram

semelhantes ao protocolo descrito para a identificagao do E. faecalis.

DNA alvo Sequéncia dos primers Tamanho Referéncia
amplicon (pb)

DNAr 16S 5-GAT TAG ATACCC TGG TAG TCC AC-3’ 602 Ashimoto et al., 1996

Universal 5°-CCC GGG AAC GTATTC ACC G-3°

4-ldentificacéo de fatores de viruléncia

(EATON & GASSON, 2001)

As reacdes de PCR para deteccao de fatores de viruléncia foram realizadas

em um volume final de 50uL, contendo 5uL de tampéo PCR 10X (10mM de Tris-

HCIl, pH 8,0 e 25mM de KCI - Biotools), 2mM de MgCl,, 0,2mM de cada

desoxinucleotideo trifosfatado (Life Technologies), 20pmol de cada iniciador,

1,25U de Taq DNA polimerase (Life Technologies), e 5uL da solugcdo de DNA

molde.

Para a deteccdo dos genes gelE (gelatinase) e esp (proteina de superficie)

as misturas de reacdo foram submetidas a um ciclo inicial de desnaturacéo de

94C, por 2 minutos, anelamento de 52C, por 2 minu tos e extensao de 72<C, por

2 minutos, seguido de 35 ciclos de 92<C, por 30 seg undos, 52°C por 30 segundos

e 72T por 1 minuto e uma extensao final a 72°C por 5 minutos.
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DNA alvo Sequéncia dos primers Tamanho amplicon Referéncia
(pb)
gelE 5"-ACCCCGTATCATTGGTTT-3" 419 Eaton &
5"-ACGCATTGCTTTTCCATC-3’ Gasson, 2001
esp 5-TTGCTAATGCTAGTCCACGACCC-3 933 Eaton &
5"-GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA-3’ Gasson, 2001

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em um termociclador do tipo
PTC-100 (Programable Thermal Controler, MJ Research Inc., Watertown MA,
EUA). Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, a 80V em tampao TBE 1X (0,89 M Tris, 0,89M &cido bdrico, 2,5
mM EDTA, pH 8,2). O gel foi corado posteriormente com solu¢cdo de brometo de
etidio (0,5ug/mL; Sigma Chemical Co.) e fotografado sob luz ultravioleta. Como
padrdo de DNA para a corrida eletroforética, foi utilizado 100pb ladder (Life

Technologies).
I11.6 Analise do polimorfismo genético das cepas ba  cterianas

A andlise do polimorfismo genético gerado a partir da amplificacdo de
padrbes de sequéncias repetidas (rep-PCR, Repetitive Extragenic palindromic
PCR) foi realizada seguindo as recomendacbes descritas por Kang & Dunne

(2003).

1- Liberacéo do DNA por lise térmica segundo Pachec o et al. (1997)
A extracdo do DNA bacteriano foi realizada com base na metodologia
proposta por Pacheco e colaboradores (1997) com algumas modificacdes. Apds o

cultivo inicial em “Blood Agar Base” (Oxoid) acrescido de 5% de sangue
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desfibrinado de carneiro, as amostras foram incubag¢éo a 35C por 18-24 horas.
Em seguida 5 a 10 colbnias foram suspensas em 3mL de caldo “Trypticase soy
broth” (Sigma Chemical Co.) e incubadas a 35°C sob agitacdo por 18-24h. Uma
vez determinado os volumes das aliquotas de cada amostra, correspondentes a
uma D.O.g00 de 0,4, estes foram, entdo, centrifugados a 3.000g por 7 minutos e as
células suspensas em 100 uL de tampéo TE (Tris-HCI 10 mM e EDTA pH 8,0). A
suspensao bacteriana foi, entdo, submetida a fervura por 10 minutos, centrifugada

e 0 sobrenadante utilizado como fonte de DNA nas reac¢0es de amplificacéo.

2- Reacao de PCR

Nesta etapa, 5,0 gL da preparacdo de DNA foi adicionada a mistura da
reacdo de PCR, contendo 75 pmol do iniciador RW3A -5"CCGCAGCCAA-3’
(NAMDARI & DELVECCHIO, 1998), 2,5 pl de tamp&o PCR 10X (10mM de Tris-
HCIl, pH 80 e 25mM de KCI), 3 ul de MgCl (50mM); 2,0 ul de cada
desoxinucleotideo trifosfatado (50uM) (Life Technologies), 1,5 U de Tagq DNA
polimerase (Life Technologies) e agua Milli-Q esterilizada para um volume final de
25 pL. Esta mistura foi submetida uma desnaturacéo inicial de 94°C por 3 minutos,
seguida de 30 ciclos de desnaturac&o a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por
1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minuto e uma extensao final por 5 minutos a
72°C em termociclador (PTC-100 Programable Thermal Controler, MJ Research

Inc.).

3- Eletroforese de DNA
Os produtos de amplificacéo foram entdo submetidos a eletroforese em gel

de agarose a 2,0% (Gibco-BRL) durante 1 hora e 30 minutos, em corrente
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constante de 100 V. O tampéo utilizado na corrida eletroforética foi o TBE 1X
(0,89 M Tris, 0,89M &cido borico, 2,5 mM EDTA, pH 8,2). O gel foi corado com
brometo de etidio (0,5 pg/mL; Sigma Co.), visualizado em transiluminador de UV e

imediatamente fotografado.

4- Analise dos Resultados
Amostras apresentando perfis idénticos foram consideradas como do

mesmo clone (SANTOS et al., 2001).
I1l. 7 Amostras controle

As amostras de E. faecalis OG1RF (gelE+) e controle positivo da expressao
fenotipica da gelatinase); E. faecium Ec2594 (esp"); E. faecium Ec2594 (controle
negativo do PCR espécie-especifico); S. aureus ATCC 25923 (controle positivo no
teste da catalase) foram utilizadas como controle nos testes bioquimicos bem
como nos testes moleculares de identificagcdo microbiana, de fatores de viruléncia

e de andlise do polimorfismo genético.
[11.8 Analise estatistica

Na analise estatistica foi utilizado o teste do Qui-quadrado com correcao
de Yates’ para a analise da associacao entre E. faecalis e a doenca perirradicular,
através de sua identificagcdo por PCR e cultura, bem como da associagdo com 0s
genes gelE e esp que codificam fatores de viruléncia enterococicos. A
comparacdo da eficacia dos métodos de PCR e cultura na detecgéo de E. faecalis
em espécimes clinicos também foi realizada. Os resultados obtidos por PCR foram

utilizados também para avaliar a associacdo entre E. faecalis e sexo, tempo de
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tratamento e limite apical de obturac&o. Foi estabelecida significancia em valores

de 5% (p<0.05).
111.9 Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Esta pesquisa, bem como a ficha clinica do paciente (anexo I) e o termo de
consentimento livre esclarecido (anexo Il) foram analisados e aprovados pelo CEP
do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho — HUCFF/UFRJ (anexo Ill) sob o

numero 140/04.
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IV RESULTADOS
IV.1 Eficacia da descontaminac¢do da coroa dentéaria

Dos 53 dentes selecionados para o estudo, trés casos com leséo
perirradicular e positividade no meio Enterococcosel para Enterococcus foram
excluidos do estudo. Tal exclusédo ocorreu uma vez que ndo seria possivel
determinar a correta origem do microrganismo identificado, j& que a coroa
dentinaria se apresentava contaminada concomitantemente ao canal. Sendo
assim, o numero de dentes incluidos no estudo foi de 50 dos quais 23

apresentavam leséo perirradicular e 27 ndo apresentavam esta les&o.
IV.2 Deteccdo de E. faecalis através de PCR e cultura

No presente estudo, E. faecalis foi detectado através de cultura e PCR.
Entre os casos analisados 33 foram detectados apenas por PCR, sete através de
cultura e PCR, e uma amostra apenas foi identificada por cultura, totalizando 41
casos clinicos. Os resultados mostraram que, dos 50 dentes selecionados, em 16
casos foi observada positividade no cultivo primario (Tabela V). Contudo, dentre
estes casos, apenas oito (16%) amostras foram identificadas como E. faecalis. E
possivel observar ainda na tabela V que, através de PCR o E. faecalis foi
detectado em 40 (80%) dentes.

Os resultados também foram analisados quanto a associagdo entre a
presenca de E. faecalis e outras condi¢cbes clinicas ou demograficas. E. faecalis
foi detectado em 23 (79%) dos 29 espécimeis clinicos coletados de pacientes do

sexo feminino e em 17 (81%) dos 21 referentes ao sexo masculino, nao
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apresentando diferenca significativa (p = 0.83). Com relagdo ao tempo poOs-
tratamento endodontico, este fator ndo interferiu na prevaléncia do microrganismo,
visto que E. faecalis foi detectado em 17 (77%) dos 22 casos de tratamentos com
menos de cinco anos e em 23 (82%) dos 28 casos nos quais o tratamento havia
sido realizado a mais de cinco anos (p = 0.94). Outro aspecto clinico analisado foi
o limite apical de obturacdo. Este aspecto também n&o influenciou na prevaléncia
de E. faecalis. Entre os 39 dentes com o limite de obturacdo entre 0 e 2
milimetros, o microrganismo foi identificado em 32 (82%), enquanto entre os 11
dentes obturados dois milimetros aquém do é&pice radiografico E. faecalis foi
detectado em oito (73%) (p = 0.79). Os resultados referentes aos outros aspectos
clinicos apresentados estdo descritos na Tabela V.

Os percentuais de E. faecalis através de cultura e PCR e a associacao
destes valores com lesdo perirradicular estdo apresentados na tabela VI. Foi
possivel observar que dos 50 dentes selecionados 40 (80%) apresentavam
E. faecalis quando analisados por PCR, enquanto que apenas 8 (16%) amostras
foram detectadas através do cultivo. A diferenca entre a deteccdo de E. faecalis
por PCR e cultura foi estatisticamente significativa (p < 0.001), confirmando a
maior sensibilidade do método molecular. Na analise de dentes com e sem leséo,
dos 50 casos incluidos no estudo, 27 ndo apresentavam lesdo perirradicular e,
neste caso a analise por PCR mostrou maior percentual de identificagdo, com 22
(81,5%) casos frente aos 5 (18,5%) detectados por cultura. Nos casos com lesdo
perirradicular (23 dentes), 18 (78,3%) e 3 (13%) casos foram positivos para

E. faecalis, por PCR e cultura, respectivamente. Independente do método de
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identificacao, a frequiéncia de E. faecalis em casos com leséo perirradicular ndo foi
significativamente diferente daquela observada em casos sem leséo (p > 0.05).
(Tabela VI).

Nas tabelas VIl e VIII estdo descritos os testes bioquimicos utilizados na
identificacdo das amostras clinicas isoladas a partir do cultivo primario em meio
Enterococcosel. A identificacdo preliminar através de seis testes bioquimicos
classificou, inicialmente, as amostras no género Enterococcus. Das 16 amostras
gue apresentaram positividade no caldo Enterococcosel apenas 8 (amostras
clinicas 4, 12, 18, 29, 35, 37, 44 e 45) expressaram fenotipicamente as
caracteristicas referentes ao género (Tabela VII). Posteriormente, estas amostras
foram identificadas como E. faecalis através da utilizacao de 10 testes fenotipicos,
conforme observado na tabela VIII. Entre as 8 amostras identificadas, 7
apresentaram perfis fenotipicos semelhantes, enquanto uma mostrou positividade
na fermentagcdo do MGP (metil a-D-glucopiranosideo), caracteristica fenotipica
atipica para a espécie E. faecalis. Para a ratificacdo da identificacdo bioquimica,
todas as amostras identificadas como E. faecalis foram posteriormente analisadas
através de PCR com a utilizacdo de pares de iniciadores especificos para a
espécie. O método de PCR confirmou a identificagdo das 8 amostras como E.
faecalis, incluindo a amostra atipica detectada (Figura 5).

Foi observada a presenca de bactéria em 100% dos espécimes clinicos
analisados. Tal resultado foi possivel uma vez que os espécimes clinicos
negativos na deteccdo de E. faecalis, por PCR, tiveram seus materiais

reanalisados, através de iniciadores universais (PCR), com o objetivo de identificar
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a presenca microbiana no canal dentario tratado. A positividade em todos os
casos analisados demonstrou a eficacia da técnica de extragdo de DNA e a

auséncia de inibidores significantes da reacéo de PCR (Figura 6).

IV. 3 Deteccdo dos genes gelE e esp que codificam a gelatinase e a

proteina de superficie enterocécica, respectivament e

A tabela IX apresenta a frequéncia de deteccdo do gene gelE através de
PCR diretamente dos espécimes clinicos. Foi possivel observar que dos 40
espécimes clinicos positivos para E. faecalis, por PCR, em 31 (77,5%) foi
visualizada a amplificacdo do gene gelE (Figura 7). Ao analisarmos
separadamente dentes, com e sem les&o, verificamos que dos 18 dentes com
lesdo, 14 (77,8%) apresentavam o gene gelE, enquanto que entre os 22 sem
lesédo o gene foi observado em 17 (77,3%). Nao foi observada diferenca
significativa entre a presenca do gene gelE e a presenca ou ndo de leséo
perirradicular nos canais tratados (p = 0.73). Observou-se também que o gene foi
detectado em todas as amostras isoladas em cultura (n = 8) (Tabela X). Com
excecdo de uma amostra que ndo foi detectada através de PCR direto do
espécime clinico (amostra 4), todos 0s casos positivos para 0 gene nestes
espécimes clinicos foram positivos também em amostras cultivadas
correspondentes.

Outro fator de viruléncia, possivelmente correlacionado com a
persisténcia bacteriana nas infec¢cdes endododnticas, € a proteina de superficie
enterocécica (Esp). De acordo com a tabela X, foi possivel observar que das oito

amostras de E. faecalis analisadas, em trés (37,5%) foi detectado o gene esp pela
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visualizacdo através de eletroforese em gel de agarose de uma banda com 933 pb
(Figura 8). N&o foi possivel a detecgdo do gene esp diretamente nos espécimes
clinicos, mesmo naqueles em que houve a detec¢do nas amostras de E. faecalis

correspondentes.
IV. 4 Caracterizacao fenotipica da gelatinase

Em relacdo a caracterizagcdo fenotipica da gelatinase, houve uma
discrepéncia entre a presenca do gene e sua expressdo pela bactéria, isto €,
apesar de todas as amostras possuirem o gene que codifica o fator de viruléncia
gelatinase, apenas quatro (50%) delas (Tabela X) apresentaram halo opaco

referente a positividade do teste fenotipico da gelatinase (Figura 9).
IV.5 Andlise do polimorfismo genético através der  ep-PCR

A andlise do polimorfismo bacteriano através de rep-PCR utilizando-se o
iniciador RW3A foi inicialmente realizada em amostras controle com
caracteristicas geneticamente distintas: E. faecalis DS16 (cyIM* cyIB* cylA™ agg™);
E. faecalis V583 (gendtipo vanB) e E. faecalis OG1RF (gelE +) (colunas 02, 03 e
04, respectivamente; figura 10). O perfil de bandas visualizado no gel de agarose
para as respectivas amostras apresentou de 5 a 9 bandas, demonstrando a
diversidade clonal entre as amostras de E. faecalis utilizadas no experimento. O
resultado obtido pela amplificagdo de sequéncias dispersas repetitivas no DNA
das amostras de E. faecalis isoladas de canal radicular tratado permitiu a
distribuicdo das 8 amostras em 5 grupos clonais distintos (Figura 10). No gendtipo

A, foram alocadas as amostras 35 e 37 (colunas 09 e 10, respectivamente; figura



56

10). Neste grupo, as duas amostras estavam relacionadas a dentes com lesao
perirradicular e foram gelatinase positivas. As amostras do genoétipo A
apresentaram perfil genotipico semelhante a da amostra E. faecalis OG1RF,
controle positivo para o gene gelE e expressédo positiva da gelatinase. No genotipo
B, foi incluida apenas a amostra 12 (coluna 06 na figura 10), relacionada a dente
com lesdo. No gendtipo C foram alocadas as amostras 04 e 45 (colunas 05 e 12,
respectivamente; figura 10). Neste grupo, as amostras ndo estavam relacionadas
a dentes com lesao perirradicular. No genétipo D, foram incluidas as amostras 18
e 29 (colunas 07 e 08, respectivamente; figura 10), de cujos dentes nao
apresentavam lesdo perirradicular, porém as amostras também produziram
gelatinase. No genétipo E foi incluida a amostra 44 (dente sem leséo) (coluna 11,
figura 10). As amostras distribuidas no mesmo grupo apresentaram similaridade
no perfil de bandas amplificadas, sendo consideradas como de outro grupo ou

clone a visualizacdo de pelo menos uma banda diferente.



Tabela V — Caracteristicas relacionadas aos 50 casos de canais dentarios tratados analisados no presente estudo

No PCR
Espécimes | Sexo | |dade | Dente | Periodode | Limite | Les&o Tamanho Testes Restauracdo | Crescimento em | E.faecalis
clinicos Tratamento | apical da (dor) Enterococcosel do
(anos) (mm) Les&do (mm) espécime
clinico
SD| P | Pa | Def | Prv | A
01 M 44 44 4 1 N - X +
02 F 32 21 10 2 S 1 X -
03 M 22 45 2 1 S 2 X +
04 F 43 11 5 1 N - X +@ -
05 F 46 24 5 3 N - X - n
07 F 43 12 5 0,5 S 12 X +0 n
08 M 38 12 10 1 S 11 X | X X +
09 F 57 22 2 1 S 10 X X n
11 F 40 25 10 0 N - X +
12 F 28 25 5 1 S 1 X | x| X X +@ n
13 M 45 11 5 2 N - X +
14 F 41 35 >1 2 S 10 X +0 +
15 F 54 41 10 1 S 2 X X - +
16 M 62 15 15 1 S 1 X +0 _
17 M 45 21 >5 0 N - X +
18 M 45 22 >5 4 N - X +@ n
19 M 45 12 >5 0 S 1 X +
20 M 52 45 6 3 S 1 X - n
21 F 19 25 3 4 N - X +® -
22 M 75 41 2 0 S 6 X - _
23 M 62 44 12 4 N - X +@ n
24 F 46 14 8 2 N - X +
25 F 36 22 11 1 S 1 X +
26 M 49 14 2 1 N - X +
27 F 46 23 5 2 N - X - +
28 F 30 14 2 2 S 1 X | X X +© +
29 M 26 15 2 1 N - X +@ +
31 F 59 22 4 1 S 3 X +
32 F 28 21 2 2 N - X -

=17



Tabela V — Caracteristicas relacionadas aos 50 casos de canais dentarios tratados analisados no presente estudo

(Continuacéo)
No Sexo | ldade | Dente Periodo de Limite Lesdo Tamanho Testes Restauracdo | Crescimento em PCR
Espécimes Tratamento | apical da (dor) Enterococcosel | E.faecalis
clinicos (anos) (mm) Les&o (mm) do es,p_émme
clinico
SD | P | Pa | Def | Prv | A
33 M 26 25 >2 0 N - X +
34 F 33 15 2 1 N - X +
35 M 38 12 6 0 S 2 X +@ +
36 F | 37 34 5 1 S 1 X +® +
37 M 38 22 4 3 S 5 X +@ +
38 M 51 25 > 20 4 N - X X -
39 F 36 32 2 2 N - X - +
40 F | 36 41 2 0 S 2 X X +® -
41 F 37 11 >10 5 N - X +
42 F 39 12 20 2 S 1 X -
43 M 36 11 >1 4 N - X +
44 F 39 11 > 6 0 N - X +@ +
45 F 45 25 >5 1 N - X +@ +
46 F 39 12 3 0 S 2 X +
47 M 50 11 25 3 N - X +
48 F 30 15 2 1 N - X X X +
49 F 30 24 2 0 S 4 X +
50 F 29 12 >5 2 N - X X +
51 M 26 21 >1 5 N - X -
52 F 30 21 3 0,5 S 1 X +
53 M 25 22 >5 1 N - X +

M = masculino; F = feminino; S = sim; N = ndo; SD = sintomatologia dolorosa; P = percusséo positiva; Pa = palpacéo positiva; Def = definitiva;
Prv=proviséria; A = ausente; @ Amostra positiva para E. faecalis, através de PCR e cultura; ® Amostra negativa para E. faecalis, através de PCR e

cultura.

o



Tabela VI — Percentual de amostras de Enterococcus faecalis detectadas através de cultura e PCR,
e associacdo com les&o perirrradicular

~ : . N°. (%) de amostras e espécimes positivos
Lesao perirradicular

(N". de dentes) Cultura @ PCR ®
Sim (23) 3 (13%) 18 (78,3%)
N&o (27) 5 (18,5%) 22 (81,5%)

N°. (%) total de 8 (16%) 40 (80%)

espécimes (50) ©

@ valor ndo significativo p = 0.89 - associacao entre lesdo perirradicular e deteccédo de

E. faecalis por cultura;

® valor ndo significativo p = 0.94 - associacéo entre lesdo perirradicular e deteccao de

E. faecalis por PCR,;

© valor significativo p < 0.001 — o método de PCR foi mais sensivel do que a cultura na
deteccdao de E. faecalis.

Ly



Tabela VII — Identificacéo presuntiva do género Enterococcus a partir de amostras que cresceram no cultivo
primario em caldo Enterococcosel

Provas Bioquimicas

N°. da Identificacéo
amostra positiva para o
clinica Coloracdo Testeda  Crescimentoem LAP PYR  Crescimento em género
de Gram Catalase bile e hidrélise da 6,5% de NaCl Enterococcus
esculina
04 CGP - + + + + +
07 CGP - + - - + .
12 CGP - + + + + +
14 CGP + NR NR NR NR -
16 BGP NR NR NR NR NR -
18 CGP - + + + + +
21 CGP - + - - - -
23 CGP - + - - + -
28 CGP + NR NR NR NR -
29 CGP - + + + + +
35 CGP - + + + + +
36 CGP - + - - - -
37 CGP - + + + + +
40 CGP - + - - + -
44 CGP - + + + + +
45 CGP - + + + + +

P
PYR (L-Pirrolidonil-3-Naftilamida); LAP (L-Leucina-p-Naftilamida); CGP — coco Gram-positivo; BGP — bacilo Gram-positivo; NR — ndo
realizado.
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Tabela VIII — Identificacdo fenotipica da espécie Enterococcus faecalis a partir de espécimes clinicos isolados de
canais dentérios tratados

N°. da Provas bioguimicas
amostra

ARG ARA MAN MGP RAF SAC SOR SBL MOT PIG

04 + - + - - + + - - -
12 + - + - - + + - - -
18 + - + - - + + - - -
29 + - + - - + + - - -
35 + - + - - + + - - -
37 + - + - - + + - - -
44 + - + + - + + - - -
45 + - + - - + + - - -

ARG - descarboxilagdo da arginina; ARA — arabinose; MAN — manitol; MGP - metil a-D-glucopiranosideo;
RAF — rafinose; SAC — sacarose; SOR — sorbose; SBL — sorbitol; MOT — motilidade; PIG — producgédo de pigmento.
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Tabela IX — Frequiéncia de deteccdo do gene gelE em espécimes clinicos positivos para Enterococcus faecalis,
e associacao com patologia perirradicular

Lesao perirradicular

(n°. de casos positivos para No. (%) de espécimes clinicos positivos para o gene gelE
E. faecalis)
Sim (18) 14 (77,8%)
N&o (22) 17 (77,3%)
N°. (%) total de casos (n = 40) 31 (77,5%)
(p=0.73)
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Tabela X — Caracteristicas observadas nas oito amostras de Enterococcus faecalis isoladas em cultura, em
relacdo a patologia perirradicular e aos fatores de viruléncia gelatinase e
proteina de superficie enterocécica

N°. da amostra de Presenca de lesao Presenca dos genes
E. faecalis perirradicular Teste da gelatinase

esp gelE

04 N&o - + -

12 Sim + + -

18 N&o - + +

29 Nao + + +

35 Sim - + +

37 Sim - + +

44 Nao + + -

45 N&o - + -

(+) - resultado positivo; ( - ) — resultado negativo

TS
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Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose evidenciando um segmento
de 310 pb do DNAr 16S de E. faecalis em espécimes clinicos
endodonticos submetidos a PCR: Linha 1 — padrao de tamanho de
DNA em pares de bases (100pb ladder); Linha 2: controle positivo —
amostra padrdo (E. faecalis OG1RF); Linha 3 -controle negativo
(E. faecium Ec2594); Linhas 4, 5, 7, 8 e 10 — amostras clinicas
identificadas como E. faecalis (n°° 4, 18, 29, 37 e 44 respectivamente);
Linhas 6 e 9 - amostras clinicas negativas (n®*® 7 e 14
respectivamente).
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602 bp

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose evidenciando a presenca de
um segmento de 602 pb do DNAr 16S universal amplificado a partir de
espécimes clinicos endodénticos: Linha 1 - padrdo de tamanho de
DNA em pares de bases (100pb ladder); Linha 2 — controle negativo
do PCR; Linha 3: controle positivo do PCR (E. faecalis OG1RF);
Linhas 4 a 8 — espécimes clinicos coletados de canais de dentes com
e sem lesdo perirradicular (n® 2, 16, 21, 22 e 32).



01 02 03 04 05 06 07 08 09

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose evidenciando um segmento
de 419 pb do gene gelE que codifica a expressao do fator de viruléncia
gelatinase em Enterococcus faecalis: Linha 1 - padrédo de tamanho de
DNA em pares de bases (100pb ladder); Linha 2: controle positivo (E.
faecalis OG1RF); Linha 3 —controle negativo do PCR; Linhas 4, 5, 7, 8
e 9 — espécimes clinicos positivos para E. faecalis, positivos também
para a deteccdo do gene gelE (n® 1, 3, 5, 7 e 8 respectivamente);
Linha 6 — espécime clinico positivo para E. faecalis, negativo para a
deteccéo do gene gelE (n° 15).
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933 pb

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose evidenciando um segmento
de 933 pb referente ao gene esp que codifica a expressdo da proteina
de superficie enterocdcica em Enterococcus faecalis: Linha 1 - padrao
de tamanho de DNA em pares de bases (100pb ladder); Linha 2 —
controle positivo; Linha 3 — controle negativo do PCR; Linhas 5, 7 e 10 —
amostras de E. faecalis positivas para o gene esp (n* 12, 29 e 44
respectivamente); Linhas 4, 6, 8, 9 e 11 — amostras de E. faecalis
negativas para o gene esp (n°® 4, 18, 35, 37 e 45 respectivamente).



Figura 9 — Caracterizacdo fenotipica da producédo de gelatinase por
amostras de Enterococcus faecalis isoladas de canais radiculares
tratados. Amostras clinicas negativas 4, 12, 44 e 45. Amostras clinicas
positivas 18, 29, 35 e 37. Amostra E. faecalis OG1RF - controle

positivo.
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Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose do perfil de fragmentos
gerados por rep-PCR das amostras controle e de amostras clinicas de
Enterococcus faecalis isoladas de canais tratados. Linha 1: padrao de
tamanho de DNA em pares de bases (100pb ladder); Linhas 2, 3 e 4
controle: E. faecalis DS16 (cylM* cylB* cylA™ agg’); E. faecalis V583
(gendtipo vanB) e E. faecalis OG1RF (gelE+) respectivamente; Linhas 5
e 12: amostras clinicas 4 e 45 (Gendtipo C); Linha 6: amostra clinica 12
(Gendtipo B); Linhas 7 e 8: amostras clinicas 18 e 29 (Genotipo D);
Linhas 9 e 10: amostras clinicas 35 e 37 (Gendtipo A); Linha 11:
amostra clinica 44 (Gendtipo E).
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V Discussao

Grande parte dos estudos realizados em relacdo a microbiota
endodontica tém utilizado metodologia convencional, de isolamento e
identificacdo. Estes estudos descrevem E. faecalis como o microrganismo mais
encontrado em canais tratados (MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al.,
1998). Recentemente, novos métodos de identificacdo bacteriana, mais sensiveis
e mais especificos, passaram a ser empregados nestes estudos contribuindo para
uma melhor caracterizacdo dos patégenos envolvidos nas infec¢cées endodonticas
(SIQUEIRA & ROCAS, 2005c).

A utilizacdo de métodos moleculares para detec¢cdo microbiana, possibilitou
a observacdo de uma maior incidéncia de E. faecalis nos casos de infecgdes
endodénticas priméaria e persistente (ROCAS et al., 2004). Foi possivel observar
também uma maior diversidade de microrganismos presentes nas infeccdes
persistentes além da identificacdo de novas espécies ainda ndo descritas em
infeccdes endoddnticas (SIQUEIRA & ROCAS, 2005c). A deteccdo, através de
técnicas moleculares, de espécies ndo cultivaveis também tem sido descrita
(SIQUEIRA & ROCAS, 2005b;).

O isolamento de E. faecalis em infeccbes endodonticas, primaria e
persistente, tornou necesséaria a elucidagcdo da contaminacdo bacteriana nos
canais previamente tratados. Em canais tratados que permaneceram com O
material obturador em contato com a cavidade oral, ndo € possivel determinar de
gue forma foi estabelecida a contaminacdo bacteriana. Contudo, nos dentes que

apresentam uma adequada restauragdo, a resisténcia microbiana ao tratamento
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endodontico realizado, poderia ser explicada como sendo consequéncia da
presenca do microrganismo dentro do canal. O envolvimento de E. faecalis na
etiologia do fracasso endodéntico pode estar associado a capacidade deste de
sobreviver, por um longo periodo de tempo, em ambientes com escassez
nutricional (SIQUEIRA et al.,1997; LOVE, 2001). Além disso, E. faecalis € capaz
de penetrar em tubulos dentinarios (HAAPASALO & ORSTAVIK, 1987; SIQUEIRA,
DE UZEDA & FONSECA, 1996), permanecendo viavel dentro destes tabulos em
dentes ex vivo por um periodo de 60 dias (VIVACQUA-GOMES et al., 2005) a 12
meses (SEDGLEY, LENNAN, APPELBE, 2005). Esta capacidade, possivelmente,
permite ao microrganismo evadir-se da ag¢do quimico-mecanica do tratamento
endodontico. Outro fator que ainda pode explicar a permanéncia do microrganismo
em canais tratados é a possibilidade de sobrevivéncia em elevados niveis de pH
(DISTEL, HATTON & GILLESPIE, 2002; EVANS et al., 2002), uma vez que tal
caracteristica o torna resistente a medicamentos intracanais como o hidréxido de
célcio (DAHLEN et al., 2000; ABDULLAB et al., 2004).

No presente estudo, foi realizada a identificacdo de E. faecalis através
dos métodos de PCR e cultura com o objetivo de comparar a sensibilidade dos
dois métodos. O teste molecular apresentou percentual de deteccdo de 80%
contra 16% obtido através de cultura. Estes valores quando analisados pelo teste
do Qui-quadrado mostraram diferenca estatisticamente significante (p < 0.001).
Nosso elevado percentual de identificagdo do microrganismo através de teste
molecular estd de acordo com o apresentado em recentes trabalhos sobre a
deteccdo do patdgeno por PCR em canais dentérios tratados. Siqueira & Roc¢as

(2004) detectaram E. faecalis em 77% (n = 22) dos casos e Rogas, Siqueira &
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Santos (2004), analisando a associacéo de E. faecalis com os diferentes tipos de
doencas perirradiculares, através de PCR, encontraram esta espécie em 67% (n =
30) dos casos refratérios.

Em nosso estudo, a reduzida detec¢do de E. faecalis através de cultura
(16%) nao condiz com o encontrado por Peciuliene e colaboradores (2001), que
verificaram a presenca de E. faecalis em 64% (21) das 33 culturas positivas
isoladas de 40 dentes com lesé&o perirradicular. Nossos resultados se aproximam
daqueles obtidos por Hancock e colaboradores (2001) que observaram uma
incidéncia de 30% (10) de E. faecalis identificados de 33 culturas positivas
isoladas de 54 dentes avaliados a partir de infecgbes endodénticas refratarias.
Contudo, o fato dos resultados do nosso estudo ndo estarem de acordo com
outros da literatura, pode ser justificado pela ocorréncia de mais da metade das
coletas terem sido realizadas em dentes sem lesdo perirradicular. Sundgvist, em
1976, descreveu a correlacdo entre o niumero de células bacterianas dentro do
canal radicular com a presenca e o tamanho da lesdo associada ao dente,
demonstrando que densidades bacterianas maiores estavam relacionadas em
dentes com lesdo. Desta forma, no método de cultura é possivel o ndo isolamento
microbiano em infec¢bes endododnticas, demonstrando a necessidade de que um
namero maior de microrganismos esteja presente no canal radicular para sua
deteccdo. Diversos estudos utilizando métodos de cultura para a identificacdo
bacteriana em canais tratados confirmam tal fato, como por exemplo, o de
Pinheiro e colaboradores (2003) que n&o evidenciaram culturas positivas em 6 dos

30 dentes previamente tratados, e o de Hancock e colaboradores (2001), que ndo
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encontraram positividade no meio de cultura para espécimes clinicos coletados de
20 dentes.

A baixa deteccéo de E. faecalis em cultura pode estar relacionada ao
nao cultivo de certos microrganismos que possuem a capacidade de permanecer
viavel dentro do canal, porém ndo sdo passiveis de crescimento em meios de
cultura convencionais. Esta caracteristica, denominada VBNC (viavel, mas né&o
cultivavel), foi descrita inicialmente em bactérias Gram-negativas (LLEO, TAFI &
CANEPARI, 1998) e estad presente, também, em Gram-positivas, como o E.
faecalis (LLEO, TAFI & CANEPARI, 1998). Esta capacidade de permanecer em
estado VBNC é uma estratégia adotada pela bactéria quando exposta a um
ambiente sob condi¢ces desfavoraveis de crescimento e divisdo celular. Lleo e
colaboradores, em 2001, demonstraram a capacidade do E. faecalis em
permanecer por até 3 meses no estado VBNC. O estado VBNC é caracterizado,
também, pelo fato da bactéria, mesmo ndo cultivdvel, em meio de cultura
convencional, permanecer com seu metabolismo ativo, mantendo sua
patogenicidade. Quando condi¢des favoraveis séo restabelecidas, esta podera
expressar novamente genes e fatores de viruléncia. Além disso, células de
Enterococcus, no estado VBNC, apresentam alteracbes na sua morfologia as
quais conferem maior prote¢éo frente as condi¢des, ndo favoraveis, presentes no
ambiente nos quais se encontram (SIGNORETTO et al., 2000). Neste estado
VBNC, mantém sua capacidade de adesdo a células humanas mesmo
apresentando alterag6es morfolégicas (PRUZZO et al., 2002). Em amostras de E.

faecalis, presentes dentro de canais dentarios tratados, a ocorréncia do estado
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VBNC poderia ser explicada pela condicdo ambiental desfavoravel encontrada
apos o tratamento endodoéntico.

Em nosso estudo, a comparacdo entre os métodos de deteccdo de
E. faecalis em dentes com canal tratado, mostrou que a PCR foi muito mais
sensivel do que a cultura. A sensibilidade da PCR na detec¢do de E. faecalis ja
havia sido comprovada por Molander e colaboradores, em 2002, que observaram
a necessidade de apenas 10 células bacterianas ou 10°g de DNA bacteriano
para a identificacao de E. faecalis através de métodos moleculares.

Vale ressaltar um curioso resultado obtido na deteccdo de E. faecalis a
partir de infeccbes endodonticas. Uma das amostras isoladas de E. faecalis, por
cultura, apresentou-se negativa por PCR, resultado que se repetiu em trés
experimentos. Alguns dos provaveis fatores que explicariam tal resultado seriam a
influéncia da distribuicdo dos cones de papel esterilizados e o volume de DNA
bacteriano presente na aliquota utilizada no PCR. Com relacdo a distribuicdo dos
cones de papel esterilizados, sua possivel associagcdo com o resultado se deve a
uma possivel transferéncia de um nimero maior de células bacterianas para um
dos meios. Ja com relagcdo ao volume de DNA, este foi alterado para 10 pL, uma
vez que o volume inicial presente na aliquota (5 yL) poderia néo ter sido suficiente
para producdo do amplicon correspondente, porém o resultado se manteve
negativo. A presenca de algum inibidor no frasco da PCR n&o pode ser
descartada.

Além disso, o0 método molecular utilizado no presente estudo, confirmou
a identificacdo de uma amostra de E. faecalis, considerada atipica para o teste

bioquimico MGP. A caracteristica fenotipica discordante ndo se enquadra na
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classificacéo descrita por Teixeira & Facklam (2003). Entretanto, as caracteristicas
fenotipicas ndo permanecem estaticas e podem sofrer mudancas em algumas
circunstancias, como por exemplo, pelo estresse (OCHMAN, LERAT & DAUBIN,
2005). Além disso, testes bioquimicos séo sujeitos a erro na interpretacédo (PETTI,
POLAGE & SCHRECKENBERGER, 2005; SIQUEIRA & ROCAS, 2005b).
Conforme discutiremos mais adiante, a partir da analise do perfil de polimorfismo
das amostras de E. faecalis isoladas, através de rep-PCR, confirmamos a
diferenca clonal entre a amostra em questéo (n°. 44) e as demais estudadas.

Ao avaliarmos a presenca de E. faecalis nos casos sem leséo perirradicular,
dos 27 dentes selecionados, em 22 (81,5%) detectamos o microrganismo por PCR
e em 5 (18,5%) por cultura. Dos 23 casos com lesdo, o microrganismo foi
encontrado em 18 dentes (78,3%) por PCR e em 3 (13%) por cultura. Nado houve
diferenca significativa entre as taxas de deteccao de E. faecalis nos casos com e
sem lesdo, independentemente do método de identificagdo. Como ja discutido
anteriormente, o método de cultura ndo possui a capacidade de identificar
microrganismos no estado VBNC, entretanto a PCR, mesmo que ndo possa
distinguir células vivas de células mortas, consegue detectar o microrganismo em
ambos os estados. Logo, o elevado indice de deteccdo de E. faecalis nos casos
sem lesdo pode estar associado a presenca do microrganismo no estado VBNC,
ou seja, nesse estado, o microrganismo nao esta participando da patogenicidade.
Entretanto, futuramente, em condicbes favoraveis o microrganismo poderia vir a
expressar fatores de viruléncia que provocariam a perpetuacdo da leséao
perirradicular (LLEO et al., 2005). Outros fatores devem ser ressaltados que

podem justificar a presenca bacteriana em todos o0s casos sem leséo
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perirradicular. Dos 27 casos sem lesao analisados, em 11 (40%) foram realizadas
coletas de dentes que apresentavam restauragdes ausentes ou deficientes,
podendo a presenca bacteriana estar associada a uma contaminacdo dos canais
radiculares tratados. Além disso, dos 16 casos com restauracdo definitiva
adequada, nos quais a recontaminacao néo ocorreria, em 06 destes (38%) o limite
apical de obturacdo encontrava-se entre 2 a 5 milimetros aquém do &pice
radiografico (Tabela V), dado este fortemente associado a um tratamento fora dos
padrdes adequados de desinfeccao.

Até o presente momento, poucos sao o0s estudos na literatura que
demonstram a presenca de Enterococcus em canais tratados sem lesdo
perirradicular. Engstrom (1964) investigou a ocorréncia de Enterococcus em
diferentes tipos de infec¢cdes endodonticas e relatou a identificacdo deste
microrganismo em 24% dos canais tratados com lesdo e em 18% dos canais sem
leséo perirradicular. Molander e colaboradores (1998) quando examinaram a
microbiota existente em 100 canais obturados com e sem lesao perirradicular
isolaram E. faecalis em 11% dos dentes sem a presenca de lesao perirradicular
através de cultura. Mais recentemente, Kaufman e colaboradores (2005),
analisando por PCR a presenca de enterococos em canais de dentes tratados,
observaram ser estatisticamente significante (p = 0.032) a diferencga entre as taxas
de deteccdo de E. faecalis em casos com e sem lesdo perirradicular. O estudo
mostrou que em 52 dentes com canal tratado, apenas em 6%, foi identificada a
presenca do microrganismo em casos com lesdo e em 23% dos dentes sem lesao.
O percentual de identificacdo de Enterococcus, em casos com lesdo no estudo de

Kaufman e colaboradores (2005), esta abaixo dos percentuais encontrados pela
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maioria dos trabalhos sobre o assunto, mesmo quando em comparagcdo com
estudos que utilizaram a cultura como metodologia de identificacdo. Os autores
concluiram que o microrganismo estaria associado com canais tratados, mas néo
com a doenca perirradicular. Tal relato confirma dados de outros estudos nos
quais nao foi possivel a detec¢do de Enterococcus em canais tratados sem leséo
(ROLPH et al., 2001; CHEUNG & HO, 2001). Apesar de alguns autores relatarem
gue a localizacdo geografica ndo influencia na prevaléncia de E. faecalis em
canais tratados (Récas, 2004), a diferenca estatistica de nossos resultados,
guando comparados aos obtidos por Kaufman e colaboradores (2005), em casos
com e sem lesdo, pode estar sendo influenciada pela diferenca geogréafica
(BAUMGARTNER et al., 2004; SEDGLEY, MOLANDER et al., 2005), embora
diferencas metodoldgicas ndo devam ser descartadas.

Apesar dos nossos resultados mostrarem um elevado percentual de
identificacdo de E. faecalis em canais tratados (80%), seu envolvimento na
perpetuacdo da patologia perirradicular, ndo esta bem determinada. A principio,
mesmo que as radiografias utilizadas na visualizagdo da presencga, ou nao, da
patologia perirradicular sejam examinadas por experientes endodontistas, sabe-se
gue em alguns casos, a leséo pode néo estar sendo observada radiograficamente,
mas pode estar presente histologicamente. Vale salientar ainda, que os protocolos
utilizados neste estudo, e naquele de Kaufman e colaboradores (2005), somente
permitem analisar resultados qualitativos. E possivel que o nimero de células de
E. faecalis esteja em baixa quantidade nos dentes com canais tratados sem lesao
perirradicular. Ou seja, um dos requisitos para o desenvolvimento da doenca, a

densidade bacteriana, pode né&o ter sido suficiente ou ndo tenha havido tempo
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para o seu desenvolvimento. Além disso, devemos considerar a diferenca de tipos
clonais bacterianos, visto que n&do séo todos 0s microganismos pertencentes a
uma determinada espécie que possuem a mesma capacidade de causar doenga.
Tipos clonais de E. faecalis mais virulentos podem estar presentes em dentes com
doenca perirradicular. Finalmente, a resisténcia do hospedeiro pode ser diferente
de individuo para individuo resultando em distintos modelos de resposta a
infeccdo microbiana. Sendo assim, a presenca do E. faecalis em canais tratados,
independente da patologia, em consonancia com as consideragdes descritas
anteriormente, reforca o possivel papel dos fatores de viruléncia na
patogenicidade das doencas perirradiculares (SIQUEIRA, 2002).

Diversos séo os fatores de viruléncia enterococicos descritos na literatura
(JETT, HUYCKE & GILMORE, 1994; KOCH et al., 2004), porém nao ha registros
significativos da presenca destes fatores associados a infecgdes endodonticas. Os
fatores com caracteristicas de adesao as superficies, principalmente ao colageno,
na formacdo de biofilme e os que agem diretamente na hidrélise da gelatina,
colageno e fibrina sdo os que podem influenciar na perpetuacdo da doenca
perirradicular em infecgbes refratarias (HUBBLE et al., 2003; SEDGLEY,
MOLANDER et al., 2005).

A producdo da gelatinase por E. faecalis vém sendo estudada para
avaliar seu envolvimento na clinica de pacientes com bacteriemias, endocardites e
infecgbes urinarias e orais (SHANKAR et al, 2001; VERGIS et al.,, 2002;
BALDASSARRI et al., 2004; SEDGLEY, LENNAN & CLEWELL, 2004). Nossos
resultados apontam para uma grande quantidade de casos (77,5%), com e sem

leséo, em que foram identificados o microrganismo, e o gene da gelatinase (gelE)
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correspondente. Este foi encontrado em 31 dos 40 casos analisados, sendo 17
(55%) com lesao e 14 (45%) sem lesdo. A presenca do gene, contudo, néo
condiciona 0 microrganismo a expressar o fator de viruléncia, visto que a presenca
da delecdo cromossdémica de 23,9 quilobases na regidao do locus fsr impede as
amostras de E. faecalis de expressar a gelatinase (NAKAYAMA, CAO, HORII,
SAKUDA, AKKERMANS et al., 2001; ROBERTS et al., 2004). Nossos resultados
obtidos através da deteccdo fenotipica da gelatinase evidenciam tal fato.
Observamos que todas as amostras de E. faecalis isoladas de canais tratados (n =
8) apresentaram o gene gelE através de PCR, porém apenas 4 (50%) hidrolisaram
a gelatina no teste fenotipico. Tal discrepancia entre a presenca do gene gelE e a
expressdo da gelatinase também foi encontrado por Sedgley, Molander e
colaboradores (2005), que encontraram resultados semelhantes quando
analisaram diversos fatores de viruléncia em amostras de E. faecalis isoladas de
infeccBes refratarias. Das 6 amostras isoladas, todas apresentando o gene gelE,
0S autores encontraram apenas 2 (33,3%) que expressavam a gelatinase. Em
nosso estudo, a correlacéo entre a deteccdo do gene gelE e a presenca de lesdo
perirradicular ndo mostrou valor significativo (p > 0.05). O papel da gelatinase
poderia estar associado a permanéncia microbiana dentro do canal radicular
devido a participagédo deste microrganismo na formagao de biofilme em infec¢cdes
por Enterococcus (HANCOCK & PEREGO 2004; KRISTICH et al.,, 2004).
Entretanto, em estudo recente foi observado que a producédo de gelatinase pelo
microrganismo nao interfere na permanéncia deste dentro do canal radicular

(SEDGLEY, LENNAN & APPELBE, 2005).
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Outro fator de viruléncia descrito em E. faecalis € a proteina de superficie
enterocécica, codificada pelo gene esp, fator este que contribui para colonizagéo e
permanéncia de E. faecalis em infeccbes (SHANKAR et al., 2001; KOCH et al.,
2004). Sua importancia como mediador na formacao do biofilme tem induzido a
estudos envolvendo infecgcdes endodonticas (TENDOLKAR et al., 2004). Nosso
objetivo inicial era a detec¢do do gene por PCR, tanto diretamente no espécime
clinico, como nas amostras de E. faecalis. Contudo, ndo obtivemos resultados
positivos em espécimes clinicos, possivelmente em funcdo de algum inibidor
presente no DNA liberado por lise térmica a partir do espécime ou talvez tenha
sido baixo o volume de DNA coletado de canais radiculares tratados, diminuindo a
sensibilidade da reacdo. O gene, porém foi encontrado em 3 (37,5%) das 8
amostras de E. faecalis isoladas em cultura. Os espécimes clinicos
correspondentes as amostras positivas foram retestados, mas mantiveram-se
negativos. Apesar da dificuldade encontrada na deteccdo do gene nos espécimes
clinicos, nosso resultado se aproxima do encontrado por Sedgley, Molander e
colaboradores (2005) que detectaram o0 gene em apenas 2 das 6 (33,3%)
amostras de E. faecalis isoladas de canais tratados.

Apesar da ndo comprovacado da associacao do fator de viruléncia Esp na
permanéncia bacteriana em infec¢des refratarias, estudos in vitro demonstraram a
forte correlacédo entre a presenca do gene esp com a capacidade de amostras
enterocécicas de formar biofiime (TOLEDO-ARANA et al.,, 2001; SENO et al.,
2005). Entretanto, esta correlacdo vém sendo contestada em recentes estudos
(KRISTICH et al., 2004). Estes estudos demonstraram ndo ser determinante na

formac&o do biofilme a presenca do gene esp, mesmo quando associado com
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outros fatores de viruléncia ja descritos como importantes no desenvolvimento do
biofilme, como o gene gelE (CARNIOL & GILMORE, 2004; SENO et al., 2005).

A andlise do polimorfismo através de rep-PCR permitiu a distribuicdo das
amostras isoladas em cinco genotipos diferentes. Apesar do iniciador RW3A ter
sido descrito inicialmente para analise genotipica de amostras de S. aureus,
estudos utilizando-o na diferenciagcdo de espécies de Enterococcus obtiveram
bons resultados (NAMDARI & DELVECCHIO, 1998; KANG & DUNNE, 2003).

Na caracterizacdo genotipica das amostras de E. faecalis coletadas de
dentes com lesao, foi observado que duas amostras, 35 e 37, apresentavam um
perfil similar, e foram alocadas no genétipo A. A outra amostra (n°.12) associada
com lesé@o ndo hidrolisou a gelatina e apresentou o gene esp, caracteristicas estas
ndo observadas nas amostras 35 e 37 que ndo apresentaram 0 gene esp, porém
hidrolisaram a gelatina.

As amostras originarias de dentes sem lesdo (n = 5) foram distribuidas em
3 grupos genotipicos. As amostras 4 e 45 foram consideradas idénticas e ambas
apresentaram as mesmas caracteristicas fenotipicas e genotipicas (presenca do
gene gelE). Estas foram incluidas no genoétipo C. As amostras 18 e 29 foram
consideradas do mesmo gendtipo (D) e diferentemente das demais sem lesao,
hidrolisaram a gelatina, apesar de apenas a 29 apresentar o gene esp. A amostra
44 foi caracterizada como amostra atipica pelos testes fenotipicos e apresentou
um genotipo diferente de todas as demais amostras, confirmando o seu perfil
diferenciado. Apenas as amostras 35 e 37, identificadas com percententes a um
mesmo clone, foram isoladas de um mesmo paciente. Sedgley, Molander e

colaboradores (2005), ao analisarem o polimorfismo genético, através de PFGE,
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de amostras clinicas de Enterococcus isoladas de infec¢cdes endodonticas,
evidenciaram uma relacéo clonal entre amostras da espécie E. faecalis isoladas
de diferentes pacientes. Contudo, entre as amostras coletadas de canais tratados
(n = 6), tal similaridade ndo foi observada. Em nosso estudo, ndo foi possivel
observar um padrdo genotipico prevalente entre as amostras estudadas. Contudo,
0os perfis encontrados em casos sem lesdo ndo estavam presentes naqueles
casos onde foi observada lesao perirradicular.

No presente estudo foi observada uma elevada taxa de E. faecalis em
canais tratados com e sem lesdo peirradicular. Embora estes achados
aparentemente nao confirmem o papel do E. faecalis como uma possivel espécie
envolvida com a falha do tratamento endododntico, a presenca e a caracterizagcao
de seus fatores de viruléncia, bem como a diferenga clonal encontrada podem

indicar um papel relevante deste microrganismo nas infec¢des refratarias.
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VI Conclusbes

Os resultados obtidos no nosso estudo permitiram concluir que:
1 - O método de PCR apresentou maior sensibilidade na deteccéo de E. faecalis
(80%) quando comparada a metodologia convencional (16%), sendo a diferenca
considerada estatisticamente significativa (p < 0.001); a presenca de E. faecalis foi
observada em dentes com (78,3%) e sem les&o perirradicular (81,5%), n&o tendo
sido observada diferenca significativa entre as taxas;
2 - O gene gelE foi detectado por PCR em grande parte dos espécimes positivos
para E. faecalis em casos com (77,8%) e (77,3%) sem lesdo. Com relacdo a
identificacdo do gene esp por PCR, este foi apenas detectado em amostras
clinicas (3/8; 37,5%);
3 - Entre as amostras de E. faecalis isoladas, em apenas 50%, foi observada a
expressao da gelatinase, apesar de todas apresentarem o gene gelE;
4 - De acordo com a andlise do polimorfismo realizada através de rep-PCR, as oito
amostras isoladas de canais tratados foram distribuidas em cinco grupos clonais
distintos e, apesar de n&o ter ocorrido um tipo clonal prevalente, os clones
encontrados nos casos sem lesdao perirradicular foram diferentes daqueles

detectados nos casos com lesao.
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