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RESUMO

Estudo dos Lactobacilos no Biofilme Dental

Clarissa Cavalcanti Fatturi Parolo

Faculdade de Odontologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil.

Lactobacilos sdo um grupo de bactérias relacionadas com carie dental. Ha falta de
estudos sobre a biologia populacional dos lactobacilos na carie dental. O objetivo do
estudo foi avaliar o efeito das modificacdes ambientais na composicédo, diversidade
genética dos lactobacilos e ldentificar a filogenia dos Lactobacillus paracasei
isolados do biofilme. Lactobacilos foram isolados em um modelo de formacao de
biofilme in situ antes e depois de 28 dias de exposi¢do a solugdo de sacarose 20%.
As coldnias foram randomicamente selecionadas do meio Rogosa Agar e
subcultivadas (n=222, 31 antes e 191 ap0s periodo de exposi¢cdo a sacarose). Os
isolados foram identificados usando o sequenciamento parcial dos genes pheS ou
rpoA. As espécies de lactobacilos predominantes encontradas foram L. paracasei, L.
fermentum e L. rhamnosus. A diferenca na composicéo e na diversidade genética de
lactobacilos associada as modificacdes ambientais no biofilme foi analisada através
de PCR utilizando palindromes repetitivos extragénicos (REP-PCR). Apds a fase
com sacarose, um maior numero de lactobacilos pode ser encontrado no biofilme
(p=0,001). A prevaléncia de L.fermentum foi similar na fase sem sacarose (6/11
individuos colonizados) e na fase com sacarose (8/11 individuos colonizados)
(p=0,721). A prevaléncia de L. rhamnosus e L. paracasei aumentou no biofilme de
2/11 para 8/11 individuos (p= 0,028) e de 2/11 para 7/11 individuos colonizados
(p=0,012) apds exposicao a sacarose, respectivamente. A prevaléncia de L. gasseri
foi baixa e em ambas as fases (p=1,00). As espécies de Lactobacilos apresentaram

maior diversidade na fase com sacarose (2 a 3 espécies por individuo) do que na



fase sem sacarose (0 a 2 espécies por individuo) (p=0,045). Na maioria dos casos,
diferentes genotipos estavam presentes na fase sem sacarose em comparacao a
fase com sacarose (p=0,01). Aqueles lactobacilos identificados como L. paracasei
foram também submetidos a tipificacdo através do sequenciamento de multiplos loci
(MLST). No MLST, foi obtida a sequéncia parcial de 7 genes de referéncia: fusA,
ileS, lepA, leuS, pyrG, recA, e recG. Sete individuos apresentavam L. paracasei
(n=75) e 14 sequéncias de tipificacdo (ST) foram encontradas. Verificou-se que
individuos néo relacionados podem apresentar uma mesma ST e que multiplas STs
estdo presentes por individuo. Trés individuos apresentavam STs previamente
isoladas de produtos alimenticios lacteos. Resultados conflitantes na comparacao
entre REP-PCR e MLST foram observados na genotipagem de L. paracasei.
Diferentes niumeros de padrdes foram obtidos para os L. paracasei de acordo com o
método molecular utilizado (14 com MLST versus 25 com REP-PCR). Para algumas
cepas, REP-PCR foi mais discriminatério do que MLST. Em outros casos, cepas
pertencentes a diferentes STs foram agrupadas pelo REP-PCR, mostrando que o
MLST foi mais discriminatério do que o REP-PCR. Em poucos casos, MLST e
REP-PCR apresentaram o mesmo poder discriminatério. Em geral, REP-PCR
mostrou um maior poder discriminatério em comparagdo ao MLST, mas pouca
concordancia foi apresentada entre os dois métodos. Assim, MLST pode contribuir
na identificacdo da diversidade genética obtida pelo REP-PCR em alguns casos.
Os dados obtidos permitiram concluir que apés exposicdo a sacarose observa-se
(a) aumento no numero de lactobacilos e de superficies colonizadas; e (b) aumento
na diversidade genética e de espécies. Além disso, observou-se que

(c) alguns lactobacilos orais podem apresentar origem exégena, e que



(d) a combinacdo dos métodos MLST e REP-PCR aumenta o poder discriminatorio
guanto a diversidade genética de L. paracasei.

Palavras—Chave: Lactobacillus, Carie dentéria, Biofilme dentario, Diversidade genética



ABSTRACT

Study of lactobacillus in Oral Biofilm

Clarissa Cavalcanti Fatturi Parolo

Dentistry Faculty, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil.

Lactobacilli are a group of bactéria related to dental caries. There is a lack of studies
on the population biology of this organisms in dental caries. The aim of the study was
to evaluate the effect of the environmental changes in the composition, genetic
diversity and identify the filogeny of Lactobacillus paracasei isolated from biofilm.
Lactobacilli were isolated from a biofilm model, formed in situ prior to and during a
28-day period of exposure to 20% sucrose solution. The lactobacillus colonies were
randomly selected from Rogosa Agar medium and subcultured (n=222, 31 prior to
and 191 following a sucrose exposure period). The isolates were identified using
pheS or rpoA gene sequence analysis. The predominant lactobacilli were L.
paracasei, L. fermentum and L. rhamnosus. The difference in composition and
genetic diversity of lactobacilli related to environmental changes in biofilm was
analysed by repetitive extragenic palindromic PCR (REP-PCR). After the sucrose
phase, a higher number of lactobacilli could be found in dental biofilm (p=0.001). The
prevalence of L. fermentum was similar in the non-sucrose (6/11 subjects) compared
to the sucrose phase (8/11 subjects) (p=0.721). Prevalence of L. rhamnosus and
L. paracasei increased in biofilm from 2/11 to 8/11 subjects (p= 0.028) and from 2/11
to 7/11 subjects (p=0.012) after sucrose exposure, respectively. L. gasseri
prevalence was low in both phases (p=1.00). Lactobacilli exhibited greater species
diversity (2 or 3 species per subject) in the sucrose phase, than those isolated from
the non-sucrose phase (0-2 species per subject) (p=0.045). In most of the cases

different genotypes were present in the non-sucrose phase in comparison to the
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sucrose phase. Those lactobacilli identified as L. paracasei were subjected to multi-
locus sequencing typing (MLST). In MLST, partial sequences of seven housekeeping
genes fusA, ileS, lepA, leuS, pyrG, recA, and recG was obtained. Seven subjects
harboured L. paracasei (n=75) and these represented 14 sequence types (ST).
Comparison of the STs showed that unrelated subjects may harbour the same ST
and that individuals harbour multiple STs. Three subjects harboured STs previously
isolated from dairy products. There were mixed results among REP-PCR patterns
compared with the MLST in the L. paracasei genotyping. Different numbers of
patterns were obtained for L. paracasei according to the molecular technique used
(14 MLST versus 25 REP-PCR patterns). For some strains, REP-PCR was more
discriminatory than MLST. In other cases, strains belonging to different ST were
grouped together by REP-PCR, showing that MLST was more discriminatory than
REP-PCR. In few cases MLST and REP-PCR presented the same discriminatory
power. REP-PCR showed a greater discriminatory power in comparison to MLST, but
litle agreement was observed between this two methods. Therefore, MLST could
enhance the genetic diversity obtained by REP-PCR. The present data support that
after sucrose exposure there is (a) an increase in the number of lactobacilli and
colonized surfaces; and (b) increase in lactobacilli species and genetic diversity. Also
it was found that (c) some oral lactobacilli may be of exogenous origin; and
(d) the combination of MLST and REP-PCR increased the discriminatory power in
genotyping L. paracasei.

Keywords: Lactobacillus, Dental caries, Biofilms, Genetic diversity
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APRESENTACAO
Esta tese consiste de trés artigos que serdo submetidos a publicacédo, referidos
durante o texto em numeros romanos conforme lista abaixo. A integra de cada um

encontra-se anexa ao fim deste documento.

l. Effect of the Environment on the Composition and Genotypic Diversity of

Lactobacilli from Oral Biofilm

. Food-borne Lactobacillus paracasei isolated from the human oral biofilm

I. Correspondence of Repetitive-element PCR and Multilocus Sequence

Typing for subtyping L.paracasei from human oral biofilm
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1. REFERENCIAL TEORICO

Os lactobacilos formam um grupo heterogéneo de bactérias que pode ser
encontrado em diversos nichos ecoldgicos como alimentos, animais e humanos.
Em humanos, os lactobacilos colonizam a cavidade bucal, os tratos gastrointestinal e
geniturinario. Em geral, sua presenca é considerada benéfica ao hospedeiro.
Entretanto, quando ha desequilibrio ecolégico os lactobacilos da cavidade bucal
podem estar relacionados a carie. A identificacdo dos lactobacilos associados com
saude e doenca € crucial. Se for constatada a implicacdo de determinadas espécies
de lactobacilos na doenca, sua contribuicdo na etiologia da carie poderia ser mais
bem caracterizada. Esse conhecimento tem o potencial de melhorar o diagnostico, a
prevencdo e o tratamento da carie. Os métodos bioquimicos e genotipicos
comumente utilizados na identificacdo das espécies de lactobacilos apresentam
sérias limitacbes, tais como baixo poder discriminatorio e baixa reprodutibilidade.
Por isso, é necessario o estudo de técnicas moleculares aplicadas a identificacdo e

de caracterizagdo dessa bactéria na cavidade bucal.

1.1 Caracteristicas dos Lactobacilos

Os lactobacilos pertencem ao grupo das bactérias produtoras de acido lactico
gue sao acidogénicas e aciduricas [2]. O seu crescimento pode ser favorecido
através de cultivo em meio solido acidificado [2]. Em relacdo a fermentagdo, os
lactobacilos sdo classificados em homolacticos (quando o &cido latico é o principal
produto da ferementacéo da glicose) e heterolacticas fermentativos (quando lactato,

dioxido de carbono e etanol sdo produzidos em igual propor¢cdo a partir da
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fermentacdo das hexoses) [2, 3]. Podem ainda ser subdivididos em:
() homofermentativos obrigatérios, (i) heterofermenativos facultativos, e
(i) heterofermentativos obrigatorios [4, 5]. Os lactobacilos sdo geneticamente
diversos, apresentando grande variacdo na percentagem de Guaninas e Citosinas
em seu genoma (33 a 52% G+C %mol) [3]. O género Lactobacillus pertence a
classe Bacilli. Sdo microrganismos anaerdbicos facultativos e catalase-negativos da
ordem dos Lactobacillales e da familia Lactobacillaceae [2, 5, 6].

Para os lactobacilos, a temperatura ideal de crescimento situa-se entre 30° e
40°C. O pH ideal de crescimento é de 4,5 a 6,4 embora existam cepas capazes de
suportar pH inferiores ou iguais a 4,0 [7-9]. A microscopia 6ptica, os lactobacilos
apresentam-se como bacilos gram-positivos, nao-moveis e nao-esporulados [2, 6].
Sua morfologia pode variar de coco-bacilo a bacilo longo de acordo com a espécie

estudada [2, 10] (Figura 1).
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Figura 1: Diferentes tipos morfologicos de lactobacilos. (A) L. johnsonii
ATCC 33200, (B) L. rhamnosus GG, (C) L. murinus 35020, (D) L. reuteri

53608 [10].

O género Lactobacillus é bastante heterogéneo. O niumero de espécies esta
continuamente sendo modificado devido a descricdo de novas espécies e/ou a
reclassificacdo de outras [11]. Alguns membros do género Lactobacillus foram re-
classificados em Carnobacterium [12], Atopobium [13], Weissella [14] e
Paralactobacillus [15]. No inicio de 2007, 120 espécies compunham o género
Lactobacillus [11], em 2008, mais de 145 espécies tinham sido identificadas [16].

Dados de 2009 identificam 155 espécies de Lactobacillus (www.bacterio.cict.fr).

Dentro do género Lactobacillus, alguns grupos podem ser diferenciados [5] (Tabela

1).
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Tabela 1: Principais grupos filogenéticos

de Lactobacillus*.

Principais grupos de Lactobacillus

Grupo L. delbrueckii
Grupo L. salivarius
Grupo L. reuteri
Grupo L. buchneri
Grupo L. alimentaris/L. farciminis
Grupo L. casei
Grupo L. sakei
Grupo L. fructivorans
Grupo L. coryniformis
Grupo L. plantarum
Grupo L. perolens

Grupo L. brevis

*Adaptado de Felis e Dellaglio (2007)[5].

1.2 Distribuicdo dos Lactobacilos na Cavidade Bucal

Os lactobacilos apresentam ampla distribuicdo na natureza, ocupando nichos
ecologicos bastante diversificados como plantas, alimentos, animais e humanos
[3, 6, 17]. Eles podem estar naturalmente presentes em alimentos ou serem
adicionados a eles [18-24]. Juntamente com outras bactérias produtoras de acido

latico, os lactobacilos apresentam grande importancia econ6mica na industria
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alimenticia, na qual sédo utilizados como iniciadores do processo fermentativo ou
como promotores da maturacdo de produtos lacteos [4, 19, 21, 23, 25, 26].
Além disso, algumas cepas de lactobacilos tém sido utilizadas como probidticos em
humanos e animais [18, 24]. Nos humanos, a cavidade bucal, o trato gastrointestinal
e geniturinario sdo os habitats mais frequentemente colonizados por essa bactéria
[3, 6].

Os lactobacilos s&o transitorios ou ausentes na cavidade bucal de recém
nascidos [27-29], mas podem vir a colonizar esse nicho a partir do primeiro ano de
vida [30]. Além da transmisséo de lactobacilos durante o parto [27-29], eles também
podem ser transmitidos pelo leite materno [31]. De acordo com Carlsson et al. (1975)
a presenca regular de lactobacilos na cavidade bucal ocorre apenas apds os dois
anos de idade [32]. A prevaléncia de colonizacdo por lactobacilos em criancas e
adultos varia conforme a populacdo estudada. Quarenta a cem por cento das
criangas apresentam lactobacilos em amostras de saliva ou biofilme dental [30, 33-
35]. Alaluusua et al. (1989) avaliaram a colonizacéo por lactobacilos em pais e filhos
e observaram que mais de 87% dos adolescentes (13-17 anos) e de seus pais
(36-50 anos) apresentavam lactobacilos na saliva. Nesse estudo ndo houve
diferenca no padrdo de colonizacdo em relagdo a faixa etaria [36].
Entretanto, idosos podem apresentar aumento do niumero de lactobacilos na saliva
[37, 38], provavelmente favorecido pela utilizacdo de préteses parciais ou totais [38].

Nem todas as superficies da cavidade bucal sédo colonizadas de igual forma
pelas bactérias bucais [39]. Cada nicho ecoldgico, como mucosa, lingua e dente,
apresenta suas peculiaridades. A proporc¢éo de lactobacilos em relacdo a microbiota
anaerobica total é variada nos sitios bucais: saliva (0,48%), mucosas (0,21%), lingua

(0,36%), palato (0,23%) e biofilme dental (0,005%) [40]. A baixa proporgédo de
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lactobacilos no biofilme mostra a dificuldade de adesdo desse género em superficies
dentarias lisas. Grande parte dos lactobacilos ndo apresenta capacidade de adeséo
a superficie dental, necessitando de sitios retentivos para sua colonizacao.
Aparelhos ortodonticos, proteses parciais e totais, dentes em erupcao e cavidades
cariosas sao exemplos de nichos retentivos para lactobacilos [38, 41, 42].
Polissacarideos extracelulares insollveis facilitariam a adesao estavel as superficies
dentais ndo retentivas, mas nao sao produzidos pelos lactobacilos [43]. Por outro
lado, lactobacilos possuem capacidade de aderirem as mucosas, o que os faz ser
encontrados no dorso de lingua e nas mucosas orais [44]. A agregacdo dos
lactobacilos com outras bactérias orais pode favorecer também a sua colonizacéao na
cavidade bucal [45].

Recentemente passou a discutir-se se o0s lactobacilos sédo realmente
autoctones da cavidade bucal e ou transitorios [46]. Caufield et al. (2007) justificam
essa hipotese baseados na observacao de que: (i) lactobacilos ndo sdo encontrados
com freqUéncia em criancas; (i) h4 uma reducao drastica do nimero de lactobacilos
ap0s o selamento das cavidades cariosas; e (ii) ha uma grande diversidade
genotipica dos lactobacilos na cavidade bucal [46]. Tais afirmacfes sdo controversas
na medida em que individuos livres de cérie ou sem cavidades de carie também séo
colonizados por lactobacilos [47, 48]. Além disso, outro estudo demonstrou a
presenca de lactobacilos em criancas [30]. A transitoriedade dos lactobacilos na
cavidade bucal deveria ser fundamentada em estudos que permitissem avaliar tanto
a sua origem como a estabilidade da colonizacdo. No estudo de Caufield et al (2007)
além da amostra pequena, apenas a saliva foi analisada, o método molecular
escolhido foi muito discriminatdrio fazendo com que cada clone analisado fosse

anico e sem acompanhamento longitudinal da colonizacao [46].
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1.3 Lactobacilos no Binbmio Saude-Doenca

Historicamente, os lactobacilos foram um dos primeiros microrganismos a
serem associados com a carie dentaria. Em 1915, lactobacilos foram isolados de
biofilme sobre lesbes cariosas [46]. Em 1938, L. acidophillus foi relacionado com
atividade de céarie e o consumo de carboidratos em pacientes [49].
Em 1948, a contagem de lactobacilos na saliva foi correlacionada com o pH minimo
na placa dental apés bochecho com glicose [50]. A partir desse momento, outros
estudos foram delineados com o objetivo de estudar a relacéo entre os lactobacilos
e a doenca carie. As principais caracteristicas cariogénicas apresentadas pelos
lactobacilos séo a acidurogenicidade (capacidade de sobreviver em meio acido) e a
acidogenicidade (capacidade de produzir acido) [2]. Os lactobacilos, principalmente
os homofermetativos, apresentam a mais acentuada queda de pH em presenca de
carboidratos entre as bactérias orais [7]. Cepas de lactobacilos podem iniciar o
crescimento em pH acidos proximos de 4,0 [7]. A lesdo de carie ocorre a partir da
desmineralizacdo dental ocasionada pela producdo de &cidos por bactérias do
biofiime dental [7, 50, 51]. Se o pH &cido, resultante do metabolismo bacteriano,
for inferior a 5,2-5,7 ocorre a subsaturacdo de calcio e fosfato no biofilme e,
consequentemente, saida de ions do dente [7]. Quando sucessivas quedas de pH
acontecem no biofilme dental, a formacao da lesédo de cérie é provavel [7, 51].

Em condicdo de saude, os lactobacilos sdo encontrados em pequenas
proporcdes no biofilme dental [40]. Mudancas na ingestdao de carboidratos causam
alteracdes da composi¢do do biofilme dental tanto pela producédo de acido quanto

pela modificacdo da espessura do biofilme [7, 52]. A produgcdo mais frequente de
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acidos pelas bactérias do biofilme leva a um aumento das cepas acidogénicas e
aciduricas, como lactobacilos, estreptococos do grupo mutans e leveduras [7].

Os lactobacilos aumentam de numero com a progressao da lesdo cariosa
[53]. A presenca de cavidade cariosa esta relacionada ao aumento da quantidade de
lactobacilos no biofilme [54]. Tal fato leva muitos pesquisadores a afirmarem que 0s
lactobacilos s&o bactérias associadas a progressao da lesédo cariosa e ndo ao seu
desenvolvimento [7, 42]. A afinidade dos lactobacilos por lesGes cavitadas de carie
pode ser explicada por sua adesédo ao colageno tipo | presente na dentina [55, 56],
além da prépria retencdo mecanica do sitio.

A relacdo entre lactobacilos e a atividade de carie € controversa.
Estudos longitudinais avaliaram a relacdo da contagem de lactobacilos no biofilme e
na saliva com a incidéncia de carie [33, 47, 48]. Krasse (1954) demonstrou que a
presenca de lactobacilos em niveis elevados no biofilme correlaciona-se com o
aumento da incidéncia de carie em individuos submetidos a dieta cariogénica [47].
Crossner (1984) relatou que individuos com contagem elevada de lactobacilos na
saliva (>10° UFC/mL) apresentaram maior incidéncia de carie durante o
acompanhamento [48]. Em outro estudo longitudinal, a maioria (87%) das criancas
com contagem de lactobacilos acima de 4x10° UFC/mL de saliva apresentou novas
lesbes de carie, e somente 15% das criangas com contagem abaixo de
4x10% UFC/mL de saliva desenvolveram céarie [33]. Apesar da relacdo estabelecida
entre contagens elevadas de lactobacilos na saliva/biofiime e o desenvolvimento de
lesBes de carie, observa-se também que alguns individuos desenvolvem carie sem a
presenca detectavel de lactobacilos [33, 47, 48] e outros, apesar de altas contagens,

ndo desenvolvem lesbes de cérie [47, 48].
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A gquantidade de lactobacilos aumenta com a progressao da lesdo cariosa
[53, 57]. Sob lesbes cariosas sem cavidade, a presenca de lactobacilos € maior do
qgue sob o biofilme higido [57]. Ikeda (1973) demonstrou que o0 aumento do nimero
de lactobacilos s6 ocorre na presenca de leséo ja estabelecida e ndo como preditor
de lesdo [53]. Ja Sigurjons et al. (1995) mostraram haver maior risco de carie
guando a contagem de lactobacilos era alta ou aumentava no biofilme dental antes
do aparecimento da les&o cariosa proximal [58].

Apesar da sua associagcdo com a doenca carie [46, 59, 60], os lactobacilos
tém funcdo bioprotetora, participando do equilibrio ecolégico que protege contra
infecgbes orais, gastrointestinais e geniturinarias. Pelo menos um estudo in vitro
demonstrou que alguns lactobacilos apresentam atividade antimicrobiana contra
periodonto-patdgenos como Porphiromonas gingivalis [61]. A caracterizacdo das
espécies de lactobacilos presentes na saliva de pacientes com e sem doenca
periodontal crénica mostrou que L. gasseri e L. fermentum predominam na saude e
L. plantarum na doenca [62]. A maioria dos lactobacilos nesse estudo foi capaz de
inibir o crescimento in vitro de bactérias cariogénicas e periodonto-patdgenas [62].
Assim, hé diferenca na composicdo e no perfil antimicrobiano de lactobacilos
presentes na saliva em relagéo ao estado periodontal do paciente.

Os lactobacilos estdo presentes nos alimentos [4, 19, 20, 22, 23, 26, 63].
Podem ocorrer naturalmente ou serem adicionados aos alimentos a fim de beneficiar
a saude do hospedeiro (acdo probidtica) [64]. Os probibticos no trato gastrointestinal
interferem no balanco da microbiota, na imuno-modulacdo e na diminuicdo da
permeabilidade da mucosa [24, 65]. Apesar do uso de alimentos probiéticos na
prevencdo e tratamento de doencas do aparelho digestivo ja ser documentado,

pouco se sabe a respeito de sua repercussdo na cavidade bucal. Estudos in vitro
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mostram que algumas espécies de Lactobacillus sdo capazes de produzir
substancias antimicrobianas de amplo espectro sobre bactérias e leveduras
[44, 61, 62, 66-68]. O uso de queijo contendo probidticos em populacdo idosa foi
capaz de reduzir a prevaléncia de contagem alta de levedura na saliva apos
16 semanas de intervencdo [69]. O potencial antimicrobiano dos lactobacilos é
exercido pela producéo de diferentes agentes como peroxido de hidrogénio, acidos
latico e piroglutamico, bacteriocinas e peptideos. O peroxido de hidrogénio € uma
substancia oxidante com potencial antimicrobiano [70]. Os &cidos produzidos
durante o metabolismo bacteriano geram um ambiente ecoldgico de baixo pH que
pode interferir no crescimento de microrganismos vizinhos [71, 72]. Bacteriocinas
sdo peptideos anti-bacterianos que atuam pela formacdo de poros na membrana
citoplasmatica [73-75]. Bacteriocinas de classe Il como salivacina 140, acidocina
J1229, planctaricina 423, foram isoladas de L. salivarius, L. acidophilus e L.
plantarum [75-77]. Peptideos ciclicos (L-Phe-L-Pro e L-Phe-trans-4-OH-L-Pro) com
propriedades antifungicas foram isolados de L. plantarum [68].

Vérios estudos ja foram conduzidos relacionando a ag¢do dos lactobacilos
sobre bactérias cariogénicas [44, 61, 62, 66, 78, 79]. Sabe-se que L. fermentum tem
capacidade de inibir a producdo de polissacarideos extracelulares insolUveis por
Streptococcus mutans [78], podendo interferir na colonizacdo dos estreptococos do
grupo mutans (EGM) na cavidade bucal. Além disso, individuos livres de carie
possuem naturalmente espécies de lactobacilos orais com potencial inibidor do
crescimento de S. mutans in vitro [79]. Mais da metade dos lactobacilos isolados da
cavidade bucal de pacientes com e sem doenca periodontal apresentavam acéo
antimicrobiana sobre S. mutans [62]. Lactobacilos capazes de inibir S. mutans

também foram encontrados em pacientes com boa higiene bucal [61]. Lactobacilos
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isolados de pacientes sem lesdes cavitadas foram capazes de inibir o crescimento
in vitro de S.mutans, S. sanguis Il e S. mitis [44]. No entanto, pacientes que
apresentavam varias lesdes cariosas possuiam lactobacilos com atividade
antimicrobiana para um espectro mais amplo de estreptococos orais [44].
A acdo antimicrobiana também foi observada em estudo com animais no qual
L. casei presente no biofilme dental inibiu o crescimento de S. mutans em ratos [66].

O potencial anticariogénico de produtos probidticos contendo Lactobacillus
tem sido pouco estudado [80-83]. Esses estudos apresentam baixo grau de
evidéncia cientifica e sinalizam que: (i) os lactobacilos presentes em alimentos
probioticos tém dificuldade em colonizar a cavidade bucal, sendo sua presenca
limitada ao periodo de uso do produto [82]; (i) ha uma pequena reducdo na
contagem de estreptococos do grupo mutans na saliva de individuos que expostos a
probioticos, cujo significado clinico nao foi avaliado [81, 83]; (iii) ha possivel reducao
do risco de carie em criangas de algumas faixas etarias apdés consumo de
probiéticos [80]. So necesséarios mais estudos clinicos que avaliem adequadamente
a estabilidade de colonizacdo de Lactobacillus orais, a interacdo de cepas
probidticas com a microbiota bucal residente, e acdo de Lactobacillus probioticos
sobre a incidéncia de carie e doenca periodontal. Contudo, visto que algumas cepas
de lactobacilos probioticos sédo acidogénicas in vitro [84], a seguranca dessa
intervengdo também é questionavel. Assim, ha necessidade de se avaliar de forma
acurada o papel das diferentes espécies ou subtipos de lactobacilos e de sua funcdo
protetora ou patogénica. Para tanto a identificacdo taxonémica dos lactobacilos é

primordial.

1.4 Taxonomia dos Lactobacillus
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Antes do desenvolvimento da biologia molecular, a identificacdo de espécies
se dava essencialmente pela analise fenotipica dos isolados. As principais
caracteristicas utilizadas incluiam: morfologia, fermentacdo de glicose e outros
carboidratos, configuracdo do acido latico e crescimento em diferentes temperaturas
[4, 85]. A identificacdo de espécies apenas através de testes fenotipicos é limitada,
pois muitas espécies diferentes apresentam exigéncias nutricionais e condicfes de
crescimento semelhantes [86]. Além disso, as condicbes ambientais no cultivo dos
isolados influenciam o resultado dos testes [87]. Os métodos bioquimicos, apesar de
laboriosos, s&o limitados na diferenciacdo de Lactobacillus [4, 46, 87-90].
Por exemplo: L. acidophilus, L. casei e L. paracasei ndo sdo passiveis de
diferenciacdo por meétodos bioquimicos [90]. A fermentacdo de carboidratos
(API 50 CH — API Biomérieux) identifica erroneamente espécies de Lactobacillus:
L. jensenii e L. gasseri sao classificados como L. acidophilus, e L. vaginalis é
identificado como L. fermentum [89]. Além disso, a taxonomia baseada em critérios
fenotipicos ndo esta relacionada a Filogenia das espécies [13].
Baixa reprodutibilidade, laboriosidade e baixo poder discriminatério sdo, portanto,
limitacbes da analise fenotipica na identificacdo das bactérias [87].

Em contrapartida, métodos moleculares tém possibilitado a identificacdo de
espécies bacterianas e diferenciagdo de isolados com maior precisdo [88].
Diferentes técnicas moleculares podem ser utilizadas para esse fim. Em geral, 0s
métodos aplicados na andlise dos &acidos nucléicos apresentam bom poder
discriminatério e aplicabilidade universal. Algumas das técnicas moleculares
utilizadas na tipificacdo de Lactobacillus sdo: Sequenciamento de Genes, Analise do

Polimorfismo dos Fragmentos de Restricdo (RFLP), Eletroforese em Gel de Campo
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Pulsado (PFGE), Ribotipificacdo, PCR Multiplex, Polimorfismo de DNA Amplificado
ao Acaso (RAPD), Analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA),
Eletroforese com Gradiente de Desnaturacédo/Eletroforese com Gradiente de
Temperatura (DGEE/TGEE) e Amplificacdo de Elementos Repetitivos do Genoma
(REP-PCR). Recentemente, a técnica de tipificacdo através do Sequenciamento de
Multiplos loci (MLST) esté sendo utilizada para andlise de Lactobacillus spp. [1, 17].
Os métodos moleculares se baseiam na deteccéo de polimorfismos de DNA entre
espécies ou isolados e variam em seu poder discriminatério, reprodutibilidade,
facilidade de interpretacdo e de padronizacdo [91]. Uma breve descricdo das
técnicas bem como de sua aplicacdo na tipificacdo dos lactobacilos sera

apresentada a segquir.
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1.5 Técnicas Moleculares Aplicadas ao Estudo de  Lactobacillus

Sequenciamento de Genes: DNA ribossomal e outros genes

RNA ribossomal (rRNA), em especial a regido 16S, € um marcador
geralmente aceito na analise das relacbes filogenéticas. Em bactérias,
0 sequenciamento dessa regido € comumente utilizado por ser bastante conservada,
pouco sujeita a pressdes ambientais e de tamanho adequado [87].
O sequenciamento da regido do DNA que codifica para a subunidade 16S do rRNA
tem sido usado na identificacdo de bactérias lacticas e na construcdo de arvores
filogenéticas [46, 92-97]. O gene 16S rRNA apresenta nove regides variadas

(V1 aV9) [2] (Figura 2).

Figura 2: Modelo de estrutura secundéaria do
16S rRNA em procariotos. As regides nas quais a
sequéncia de nucleotideos é mais variada estdo

identificadas de V1 a V9 [98].
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Dentre essas regides, 0 sequenciamento das regides V1, V2 e V3 tem sido
mais comumente utilizado [93, 99, 100]. O sequienciamento parcial ou total do gene
pode ser utilizado como marcador filogenético de bactérias. No entanto, as
caracteristicas de conservacdo e de estabilidade, que pareciam ser vantajosas,
apresentam limitacdes. Por ser um gene muito conservado, o sequenciamento do
16S rRNA pode ter baixo poder discriminatorio em espécies filogeneticamente
proximas [87, 101]. Além disso, diferentes espécies bacterianas apresentam numero
variado de coépias do gene, o que pode levar a sub- ou super-representacdo de
espécies nas amostras estudadas [87]. A identificacdo das espécies de lactobacilos
através do sequenciamento do 16S rRNA é problematica. Mdltiplas copias do gene
16S rRNA com diferentes polimorfismos ja foram descritas em L. paracasei/casei,
L. rhamnosus e L. zeae por Vasquez et al. (2005). Nesse mesmo estudo, espécies
relacionadas como L. casei e L. zeae apresentavam grande similaridade em
algumas coépias do gene 16S rRNA [102]. A presenca de polimorfismos e de
multiplas copias do 16S rRNA pode explicar o baixo poder discriminatorio do
sequenciamento desse gene no género Lactobacillus [102]. Existe uma correlacéo
entre a sequéncia do DNA gendmico e a sequéncia do 16S rRNA. Em geral, se dois
organismos compartilham similaridade inferior a 97% na sequéncia do 16S rRNA,
pode-se dizer que eles sdo pouco relacionados no nivel genémico e, portanto, de
espécies diferentes. Por outro lado, quando o sequenciamento desses genes
apresenta similaridade igual ou superior a 97%, indica serem de espécies muito
préximas [5].

Os genes 16S, 23S e 5S rRNA formam um operon no cromossomo bacteriano
(Figura 3). Além do gene 16S, o sequenciamento do gene 23S pode ser utilizado

como marcador filogenético [25]. Alguns estudos utilizaram o seqglienciamento das
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regides intergénicas 16S-23S [10, 25, 103, 104] e 23S-5S [105, 106] para a

identificacdo de espécies bacterianas.

58 rAMNA
BB 165 ANA tRMNA 235 rANA TTL

| |
SNACET NEgon

transcrnphbon

nuclaohides 1542 76 2004 120

Figura 3: Modelo genérico do operon rRNA em procariotos. P1 e P2 indicam os

promotores. T1 e T2 indicam as sequéncias de término. [107]

Apenas os dados de hibridizacdo DNA-DNA e/ou andlise de genes mais
discriminatorios sao conclusivos na identificacdo no nivel de espécie [5, 108]. Como
alternativa ao rRNA, o sequenciamento de housekeeping genes (genes conservados
responsaveis pelo metabolismo bacteriano) tem se apresentado como método
filogenético mais robusto na diferenciacao de Lactobacillus [16, 109]. Nesses genes,
a presenca de sequéncias unicas e conservadas em diferentes espécies bacterianas
tem levado a melhor resolucéo filogenética [87]. Diferentes genes ja foram testados

como marcadores filogenéticos em Lactobacillus (Tabela 2).
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Tabela 2: Genes alternativos ao rRNA na identificacdo de Lactobacillus.

Estudo ?jsﬁzglgss gene Nome Resultado
17 espécies de I_Diferenciagéo
[101] Lactobacillus tuf Fator de elongacao interespécies
TU e distingdo no
grupo L. casei
L.casei Diferenca
L.paracasei entre as
[110] L. zeae espécies do
L.rhamnosus grupo L. casei
recA Recombinase A Diferenca
L. plantarum, entre as
[111] L. pentosus, L. espécies do
paraplantarum Grupo
L. plantarum
98 espécies / Subunidade alfa Identificacéo
[109]. 17subespecies  pheS e rpoA .tRNA f;enllbalan(ljlad de toQa_s as
de Lactobacillus sintetase/subunidade especies
alfa RNA polimerase estudadas
13 cepas de Diferenciacao
[112] k?a_tcten_as a(_:ldo mle Enzima malolatica entre
laticas incluindo Pedicoccus e
Lactobacillus Lactobacillus
96 cepas de Identificagcéo
[113] Lactobacillus tuf Fator de elongacao das espécies
37 espécies estudadas
Identificacéo
1217 II_‘ o Iarr:t]ar$uﬁq infra-espécie,
[105] ISIOCE"eaIOas ISLpl1 Sequéncia de correlacéo
reIacionaFc)ias 20S P insercdo pll com alimento
L casei origem da
' cepa
RFLP -hsp60
- mostrou-se
30 espécies de groEI,_ que codifica capaz de
[11] : Hsp60 proteina de choque : :
Lactobacillus diferenciar
de 60-kDa .
especies

relacionadas

A escolha do gene a ser usado depende de sua validagdo como bom

marcador filogenético apds ser testado em um namero suficiente de Lactobacillus de

diferentes origens [11]. Os genes pheS/rpoA ja foram testados para um bom namero

de espécies de Lactobacillus provenientes de diferentes origens e podem, assim, ser

considerados bons marcadores filogenéticos para esse género [109].

34



RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism

(Andlise do Polimorfismo dos Fragmentos de Restricdo)

RFLP é uma técnica rapida que envolve a amplificacdo de um gene de
interesse através de PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Apos, o0 produto da
PCR é clivado por meio de enzimas de restricdo, selecionadas de acordo com o tipo
de microrganismo em estudo. Os fragmentos obtidos sdo separados por tamanho
através de eletroforese em gel de agarose, obtendo-se um padrédo de restricdo
caracteristico. O poder discriminatério € geralmente baixo embora altamente
reprodutivel [114] (Figura 5). Quando combinado a outras técnicas moleculares,
o RFLP pode ser uti na caracterizacdo e identificacdo de isolados.
Blaiotta et al.(2008) conseguiram identificar Lactobacillus através do uso de RFLP
associado a amplificacdo do gene Hsp60 [11]. Uma modificacdo da técnica,
denominada de T-RFLP, utiliza oligonucleotideos marcados com fluoréforos durante
a PCR. Apos a clivagem dos produtos da PCR, a marcacgéo fluorescente terminal
dos fragmentos é detectada através de sequenciamento, e os fragmentos néo
marcados ndo sao analisados. Lactobacillus spp. de amostras vaginais [115, 116] e

gastrointestinais [117] ja foram caracterizados através da técnica T-RFLP.

PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis

(Eletroforese em Gel de Campo Pulsado)

A PFGE permite a separagdo de grandes fragmentos de DNA e pode ser

utilizada na deteccédo de delecbes, insercfes e recombinagées. O DNA total do
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microrganismo € clivado por enzimas de restricdo de corte raro em poucos
fragmentos (5-50) que serdo separados através da eletroforese. Como o0s
fragmentos de DNA sdo muito grandes, ndo podem ser manipulados em solucéao.
A extracdo do DNA e a clivagem séo realizadas na matriz do gel de agarose.
Os fragmentos obtidos na matriz sdo transferidos para uma canaleta no gel e séo
separados por eletroforese. Nessa técnica a direcdo da corrente elétrica da
eletroforese é alternada com intervalos regulares de tempo. Durante a corrida do gel,
pela mudanca de direcdo do campo elétrico, fragmentos menores mudam de
orientacdo mais rapidamente que fragmentos maiores [114]. E uma das técnicas de
maior poder discriminatério e bastante reprodutivel. Em estudos com Lactobacillus,
a PFGE mostrou melhor poder discriminatério na tipificacdo dos isolados em
comparacao com as técnicas ARDRA, RAPD, e Ribotipificacéo [4]. Entretanto, nesse
mesmo estudo, a PFGE néo foi adequada para a identificacdo entre as espécies de

Lactobacillus [4] (Figura 5).

Ribotyping

(Ribotipificacdo)

A Ribotipificagéo consiste da clivagem do DNA cromossomal com enzimas de
restricdo, seguida pela hibridizagdo com sonda marcada para o rRNA [118].
As sondas utilizadas podem abranger seqgiiéncias parciais e até mesmo a totalidade
do operon do rRNA [91]. A Ribotipificacdo apresenta bom poder discriminatorio nos
niveis de espécie e subespécie, mas com pouca resolucdo na andlise de
clonalidade [91]. Kongo et al. (2007) analisaram 6 cepas de Lactobacillus

provenientes de queijo através de Ribotipificacdo automatizada, conseguindo
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diferenciar L. paracasei do L. plantarum e detectar polimorfismos entre os isolados
de L. paracasei [119]. Em outro estudo que comparou diferentes técnicas
moleculares na tipificacdo de Lactobacillus provenientes de vinhos os resultados
foram semelhantes [4]. Os dados da Ribotipificacdo possibilitaram a diferenciacéo
taxondbmica de algumas cepas nao distinguiveis pela técnica de RAPD.
A Ribotipificacdo foi capaz de discriminar adequadamente as cepas padrbes de

diferentes espécies de Lactobacillus [4] (Figura 4).
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Figura 4: exemplificacdo dos métodos moleculares utilizados para

caracterizacdo de bactérias. Adaptado de [114]
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Multiplex PCR

Multiplex PCR € uma variante da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Permite a amplificacdo simultdnea de mais de um alvo de interesse na mesma
reacao pelo uso de mais de um par de sequéncias iniciadoras [120]. A técnica tem
sido usada tanto em estudos de tipificacdo quanto na deteccdo de patdgenos.
A confiabilidade do meétodo esta relacionada ao numero de sequéncias-alvo
amplificadas. O conhecimento prévio da sequéncia-alvo e a otimizacdo das
condicbes da reacdo sdo imprescindiveis para a utilizacdo da técnica [114].
Através de Multiplex PCR, Lactobacillus de origem humana ja foram caracterizados

no nivel de espécie [121].

RAPD - Randomly Amplified Polymorphic DNA

(Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso)

O RAPD (também chamado de AP-PCR) é um método de genotipificacao
considerado de facil execucdo e confiavel, e utiliza sequéncias iniciadoras
randdmicas para caracterizagdo do genoma bacteriano em condicbes de baixa
estringéncia [91]. Catzeddu et al.(2006) avaliaram a diversidade de Lactobacillus em
producdo de pées através de RAPD e verificaram uma reprodutibilidade 0,89 com a
formacdo de uma a oito bandas durante a eletroforese [23]. A habilidade de
classificacdo do RAPD-PCR com um Unico oligonucleotideo apresenta baixo poder
discriminatorio. Varios agrupamentos (clusters) incluiam mais de uma espécie de
bactérias produtoras de acido latico (LAB) [23]. Da mesma forma, Vuyst et al. (2002)

foram incapazes de obter a diferenciacdo de espécies de bactérias produtoras de

39



acido latico por essa técnica [122]. Assim, RAPD-PCR com um unico
oligonucleotideo é util apenas como uma ferramenta de rastreamento preliminar na
selecdo de cepas a serem estudadas [23] e ndo na diferenciacdo de espécies ou
clones. Quando dois oligonucleotideos sdo utilizados na reacédo, a capacidade de
diferenciacdo dos isolados aumenta [22]. Ao utilizar RAPD com quatro
oligonucleotideos foi possivel a diferenciagédo dos Lactobacillus presentes em carnes
[123]. O RAPD pode ter uma baixa reprodutibilidade e por isso as condi¢cbes do
experimento devem ser muito controladas. A técnica pode também ser utilizada na
caracterizacdo e identificacdo de isolados de diferentes fontes, dependendo do

namero e sequéncia de oligonucleotideos empregados.

Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis — ARDRA

(Andlise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado por PCR)

ARDRA consiste na amplificacdo do rRNA dos isolados, seguida da clivagem
do produto da PCR e da andlise do padrdo de bandas em eletroforese [124].
A sua em relacdo a RAPD € ser menos dependente das condi¢cfes da reagéo e ser
mais acessivel na interpretacdo de resultados [4]. A técnica pode ser usada na
diferenciacdo de espécies, mas nao para a tipificacdo de isolados [4]. A combinacdo
de ARDRA e do sequenciamento do 16S rRNA foram utilizadas na identificacdo das

espécies de Lactobacillus presentes em queijos [63].
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DGGE/TGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis/Temperature Gradient Gel

Eletroporesis

(Eletroforese com Gradiente de Desnaturacao/Eletroforese com Gradiente de

Temperatura)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase seguida de Eletroforese em Gradiente de
Temperatura (TGGE) ou Desnaturacdo (DGEE) permite a separacao de sequéncias
de DNA que diferem por uma unica base [125]. O gene do 16S rRNA bacteriano é
inicialmente amplificado com uso de sequéncias iniciadoras que flanqueiam regides
hipervariaveis. O produto da PCR apresentara fragmentos de igual tamanho, mas
com sequéncias diferentes. Com DGGE, uréia e formamida sdo usadas para gerar
um gradiente de desnaturacdo no gel da eletroforese. No TGGE utiliza-se um
gradiente de temperatura. O principio do DGGE/TGGE é baseado na desnaturacéo
especifica do DNA dependente da seqiéncia do fragmento ou gene que esta sendo
separado na eletroforese. Quando a molécula inicia sua degradagdo, a migragdo no
gel fica retardada. Com isso, é possivel separar e diferenciar o DNA de acordo com
sua sequéncia, fazendo com que um padrdao de bandas -caracteristico seja
visualizado no gel. Ambas as técnicas podem ser utilizadas no acompanhamento
longitudinal da microbiota de um determinado ecossistema, bem como na deteccao
de novos isolados [87, 114]. A técnica pode ser utilizada sem cultivo prévio dos
isolados [87], 0 que € uma vantagem no estudo de popula¢cdes microbianas.
Alguns estudos ja utilizaram DGGE para detectar a presenca de microorganismos

nao cultivaveis [26, 100, 123].
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Rep-PCR - Repetitive Extragenic Palindromic-PCR

(PCR Utilizando Palindromes Repetitivos Extragénicos)

A rep-PCR [126] utiliza seqUéncias iniciadoras complementares as regides
conservadas, multi-copias e repetitivas do genoma bacteriano, gerando padrdes
capazes de diferenciacdo entre espécies e cepas. Existem trés familias de regides
repetitivas no genoma bacteriano: a) REP (repetitive extragenic palindromic) com
35 a 40 pb; b) ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus) com
124-127 pb; e c) BOX com 154 pb. As regibes situadas entre os elementos
repetitivos sdo amplificadas e separadas em gel de eletroforese. Um padrédo de
bandas é gerado para cada isolado analisado. Algumas caracteristicas do rep-PCR
incluem bom poder discriminatério, baixo custo e amplo espectro de abrangéncia
bacteriana [127]. Além disso, é bastante simples e reprodutivel e pode ser utilizado
na diferenciagéo de cepas proximamente relacionadas. O REP-PCR foi utilizado na
diferenciacdo da cepa probiotica de L. crispatus CTV-05 de outros Lactobacillus
vaginais [128], e também foi capaz de identificar as diferentes espécies e origem de
lactobacilos presentes em alimentos [63]. No entanto, a diversidade dos isolados
identificada por REP-PCR apresentou-se variavel de acordo com a espécie de
Lactobacillus analisada, sendo L.fermentum mais diverso que L. delbrueckii por
exemplo [63]. Outros estudos também utilizaram REP-PCR para a tipificacdo de

Lactobacillus [26, 129].

(Nota: No presente texto, rep-PCR refere-se a técnica em geral, enquanto que REP-PCR

refere-se a familia especifica de sequéncias repetidas REP.)
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MLST - Multilocus Sequence Typing

(Tipificac@o Através do Sequienciamento de Mdultiplos Loci)

A MLST surgiu como proposta universal para caracterizacdo de bactérias
patogénicas, como a Neisseria meningitidis [130]. Nessa técnica, a sequéncia parcial
de nucleotideos de sete a oito housekeeping genes é utilizada na diferenciagdo dos
isolados em nivel génico. MLST tem se mostrado como uma ferramenta genética
adequada para o estudo de populacdes, tipificacdo de isolados, caracterizacdo de
patdgenos e genética evolutiva [1, 130]. Também apresenta alto poder
discriminatorio [131]. Além disso, € possivel comparar os dados das sequiéncias
obtidas em novas amostras com aquelas ja disponiveis em bancos de sequéncias de
acesso eletronicos publico pela internet [1, 130]. Por isso a MLST esta sendo
amplamente utilizada no rastreamento de isolados em nivel mundial e no estudo da
biologia populacional de patégenos [1, 17, 131]. Com essa técnica, dados sobre a
origem e reservatoério natural dos Lactobacillus poderiam ser mais adequadamente
estudados. Dois estudos caracterizaram Lactobacillus do grupo L. casei por MLST
[1, 17]. No estudo de Cai et al. (2007), quarenta L. casei de diferentes origens
(alimentos, sangue e trato gastrointestinal de humanos) foram genotipicamente
caracterizados [17]. Diancourt et al.(2007) também estudou cinqtienta e dois L. casei
de diferentes origens incluindo seis cepas de humanos [1]. Até o presente momento,
nao temos conhecimento de nenhum estudo com MLST para analise de lactobacilos

orais

43



A identificacdo de Lactobacillus no nivel de espécie € importante devido a sua
grande relevancia tanto na indastria alimenticia como na area de saude. Havendo
diferentes espécies de Lactobacilllus presentes no microambiente bucal, é
importante identifica-las a fim de avaliar seu possivel efeito protetor ou patogénico
nos diferentes nichos bucais. A capacidade dos lactobacilos em promover doenca ou
preveni-la depende de caracteristicas exclusivas de cada cepa ou espécie e do
nicho ecoldgico colonizado. Todavia, identificacdo precisa dos Lactobacillus é
complexa [87]. No estudo da tipificacdo genotipica das diferentes espécies de
Lactobacillus o método a ser utilizado precisa apresentar bom desempenho para um
namero amplo de espécies, bom poder discriminatorio, boa reprodutibilidade e custo
viavel. A técnica de PFGE apresenta 6timo poder discriminatério em comparacao
aos meétodos de RAPD, TGGE, ARDRA, Ribotipificacdo e rep-PCR [4, 17].
RAPD, apesar de ser comumente utilizada na tipificacdo de Lactobacillus, apresenta
problemas de reprodutibilidade e seu poder discriminatério pode ser inferior ao
rep-PCR. Por outro lado, PFGE e TGGE s&o mais laboriosas e requerem
equipamentos especificos para seu uso, 0 que aumentaria custo, principalmente em
laboratérios que ndo as utilizam rotineiramente. A técnica de rep-PCR, por sua vez,
apresenta bom poder discriminatorio, facilidade de execucgdo, facilidade de
interpretacdo de dados, baixo custo e aplicabilidade j& testada na tipificacdo de
diferentes espécies de Lactobacillus. [127]. Tais caracteristicas a tornam uma opc¢éao
apropriada na tipificacdo de um grande numero de isolados de diferentes espécies
de Lactobacillus, como o0 no presente estudo. Além disso, a experiéncia prévia no
uso do rep-PCR auxilia no refinamento da metodologia a ser utilizada [132].
J& para a caracterizacdo de isolados pertencentes a uma mesma espécie um

método de maior poder discriminatério deveria ser utilizado na comparacdo dos
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isolados. Nesse caso o método molecular de escolha seria o MLST. Atualmente,
acredita-se que a MLST apresenta o maior poder discriminatorio dentre todos os
meétodos citados acima. Também tem aplicabilidade universal uma vez que os dados
sao disponibilizados via internet e podem ser acessados por pesquisadores em todo
o mundo. A portabilidade do MLST associada a sua alta reprodutibilidade e ao alto
poder discriminatorio o tornam o meétodo de escolha em estudos de biologia

populacional, patogenicidade, evolucéo bacteriana e diversidade genética [130].
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2. OBJETIVOS

Os principais objetivos deste estudo séo:

» Avaliar o efeito das modificagbes ambientais na composi¢cdo de espécies de

Lactobacillus isolados do biofilme dentario (Artigo 1);

* Avaliar o efeito das modificacbes ambientais na diversidade genética de

Lactobacillus isolados do biofilme dentario (Artigo I);

e Identificar a filogenia dos Lactobacillus paracasei isolados do biofilme (Artigo

I1);

» Comparar os métodos genotipicos quanto a sua capacidade de identificacdo

e tipificacdo de Lactobacillus paracasei (Artigo Ill);
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos Eticos
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (processo n’61/05).

O consentimento informado foi obtido de todos os voluntarios participantes.

3.2 Desenho Experimental

O estudo (Artigos I, 1 e Ill) envolve um modelo de formacéo de biofilme in situ
com uma fase sem sacarose e outra com sacarose. Blocos de esmalte dental
humano (3 x 3 x 2 mm) foram cortados a partir de terceiros molares nao
erupcionados e armazenados em solucdo de formalina 2% e pH 7,0 por pelo menos
30 dias [52]. Quatro blocos de esmalte, obtidos do mesmo dente, foram fixados em
aparelho mandibular removivel. O flanco vestibular direito conteve dois blocos e o
flanco vestibular esquerdo, outros dois blocos. Um espaco de um milimetro foi
mantido entre a superficie do aparelho e o esmalte dental para acimulo do biofilme.
Os voluntarios foram instruidos a utilizar o aparelho durante o dia e noite e a
remové-lo apenas durante as refeicbes e a higiene bucal. Onze dentistas ou
estudantes de Odontologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul participaram do estudo (8 mulheres e 3 homens com idades
entre 20 e 32 anos). Os voluntarios apresentavam boa saude geral e odontoldgica,
sem presenca de lesdes ativas de cérie ou baixo fluxo salivar. Nenhum dos
participantes fez uso de antibiéticos antes ou durante o periodo experimental. Os
voluntarios séo residentes de Porto Alegre, tendo acesso a agua fluoretada de

abastecimento (0,7-1,0 ppmF’). A formac&o de um biofilme dental ndo cariogénico foi
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obtida a partir do gotejamento de agua destilada estéril nos blocos de esmalte dental
8 vezes por dia, por seis dias. A formacao do biofilme dental cariogénico foi obtida a
partir do gotejamento de solucdo de sacarose 20% nos blocos de esmalte por 28
dias. Em ambas as fases, o aparelho mandibular era removido da cavidade bucal
dos participantes no momento do tratamento dos blocos com agua ou solucéo de

sacarose.

3.3 Coleta e Processamento do Biofilme (Artigos I, Il e Il

Apos cada periodo experimental, o biofiime formado sobre os blocos era
coletado e homogeneizado com o auxilio de um escavador de dentina esteéril.
O biofilme foi armazenado em frasco estéril contendo um mililitro de meio reduzido
de transporte (RTF) [46, 133] e pérolas de vidro (diametro 3,5-4,5 mm). A amostra foi
agitada em aparelho Vortex (Phoenix — AP56) por 30 segundos para dispersao dos
agregados bacterianos. A amostra foi diluida serialmente em RTF, e aliquotas de
100 pL de cada diluicio foram cultivadas em meio Rogosa SL Agar (Himedia) a 37°C
por 72 horas através da técnica de pour plate em aerobiose [8]. Apds 0 crescimento
bacteriano, até 30 colbnias presumidas de lactobacilos foram aleatoriamente
selecionadas: uma grade numerada com 50 areas era colocada abaixo da placa de
Petri, e sorteio determinava o numero da area de onde as colbnias seriam coletadas.
Outros numeros eram sorteados até que se completasse a amostra necessaria. A
pureza das culturas foi analisada em microscopia 6ptica através do método de
coloracdo de Gram. Bacilos gram-positivos que apresentavam crescimento no meio
seletivo foram considerados como lactobacilos. Culturas puras foram armazenadas a
-70°C em caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI, Difco) com 15% (v/v) de

glicerol.
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3.4 Extracdo do DNA cromossomal (Artigos I, Il eIl 1)

A extracdo do DNA cromossomal dos Lactobacillus baseou-se no método
descrito por Mantzourani et al (2009) [134]. Apds crescimento em Rogosa SL Agar
por 24 horas, ¥ de alca contendo a cultura pura de Lactobacillus foi suspensa em
50 uL de solugéao [1:1] composta por TE 50 mM (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA,
pH 8,0) e Tween 20 0,5% (pH 8,0), acrescida de 1 uL de proteinase K (200 pg/mL).
ApoOs agitacdo em aparelho Vortex por 10 s, a mistura foi aquecida em banho seco
Microtherm (Camlab Microtherm) sob agitacao (50 rpm) durante 2 h a 55C. Entéo, a
mistura foi aquecida por 5 minutos a 95T em 50 rpm no mesmo banho seco para
inativar a proteinase K. Seguiram-se resfriamento em gelo por 10 minutos e
centrifugacdo dos tubos por 10 s a 13000 rpm para a separacdo das fases.
O sobrenadante, contendo o DNA, foi cuidadosamente removido e separado do
precipitado através de pipetagem e transferido para novo frasco previamente

identificado que foi, entdo, armazenado a -70°C.

3.5 Identificacdo das Espécies de Lactobacillus (Artigos I, Il e 111)

A identificacdo das espécies de Lactobacillus foi realizada através da
amplificacdo e sequenciamento dos genes pheS (subunidade a da phenillalanila) ou
rpoA  (subunidade o da RNA polimerase)[135]. Inicialmente, as sequéncias
iniciadoras para o gene pheS eram utlizadas e, se nao houvesse
amplificacdo, o gene rpoA era amplificado. Os genes pheS

[pheS21F: 5'-CA(CT)CC(AGCT)GC(ACT)CG(CT)GA(CT)ATG C-3 e
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pheS23R: 5-GG(AG)TG(AG)ACCAT(AGC)CC(AGCT)GC(ACT)CC-3] e rpoA
[rPOA21F: 5-ATGAT(CT)GA(AG)TTTGAAAAACC-3’ e rpoA23R:
5-AC(ACT)GT(AG)TT(AG)AT(AGT)CC(AGT)GC(AG)CG-3] foram amplificados
através de PCR em termociclador Flexigene Termocycler (Flexigene; Techne,
Cambridge, United Kingdom). Para a reacdo da PCR utilizou-se 2,5 yL de tampéo
10X; 1,5 yL MgCl, 25mM; 1 uL dNTP (3,125 mM); 0,5 uL Taq polymerase (AB-gene,
Epsom, UK); 1 uL de cada oligonucleotideo pheS21F e pheS23R ou rpoA21F e
rpoA23R; e 1 yL de DNA alvo em 16,5 pyL de agua ultra-purificada estéril. Volume
final da reacédo foi de 25 yL. O programa de amplificacdo para pheS21F/23R foi:
desnaturagdo inicial do DNA por 5 min a 95 °C; 5 ciclos de 1 min a 95°C;
2minl5s a 57 °C e 1minl5s a 72°C; 15 ciclos de 35s a 95°C, 1minl5s a 56°C e
1minl5s a 72°C; 10 ciclos de 35s a 95°C; 1minl5s a 55°C e 1minl5s a 72°C; e
extenséo final de 7 min a 72°C. O programa de amplificacdo para rpoA21F/23R foi
de desnaturacéo inicial do DNA por 5 min a 95°C; 5 ciclos de 1min a 95°C; 2min15s
a 55°C e 1minl5s a 72°C; 15 ciclos de 35s a 95°C; 1minl5s a 50°C e 1minl15s a
72°C; 10 ciclos de 35s a 95°C, 1minl15s a 48°C e 1minl15s. Os produtos da PCR
foram separados em gel de agarose 1% contendo GelRedTM (Biotium, Inc) através
de eletroforese com 50 volts por 10 minutos. A visualizagdo do produto da PCR foi
realizada através de transiluminador UV com aquisicdo digital da imagem.
Havendo um dunico fragmento, o produto da PCR era purificado através de
precipitacdo em polietilenoglicol e sequenciado em reacéo contendo 2 yL do produto
da PCR, mais 0,5 uL de BigDye v3.0 (Applied Biosystems, Warrington, UK); 1,75 pL
de solucdo tampédo (Applied Biosystems, Warrington, UK); 1,75 uL de agua estéril
ultra pura e 4 pL de oligonucleotideo iniciador (3pmol) [134]. Nessa analise apenas

uma das fitas de DNA era sequenciada. O protocolo de ciclagem e purificacao

50



seguiu as orientacdes do fabricante. O sequenciamento foi realizado utilizando-se o
sequenciador ABI 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems, Warrington, UK).
Apds, as sequéncias de nucleotideos obtidas foram manualmente editadas
utilizando o programa BioEdit (version 7.0.8, Ibis Biosciences, Isis Pharmaceuticals

[http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml]). As sequéncias foram identificadas

através da comparacao da homologia com sequéncias de nucleotideos do banco de
dados do Centro Nacional de Informacé&o Biotecnoldgica (NCBI) dos Estados Unidos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Definiu-se que similaridades iguais ou
superiores a 98% seriam necessarias para classificacdo das espécies. As espécies
de Lactobacillus foram identificadas e posteriormente submetidas a analise

genaotipica.

3.6 REP- PCR (Artigos | e IlI)

A tipificacdo genotipica dos Lactobacillus foi realizada através de Amplificacao
de Elementos Repetitivos do Genoma (rep-PCR) [136]. As sequéncias de iniciacdo
utilizadas neste estudo foram REP1R (5-IINCGNCGNCATCNGCC-3’) e REP2 (5'-
NCGNCTTATCNGGCCTAC-3’). A amplificacdo dos fragmentos de DNA foi realizada
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em termociclador Flexigene
Termocycler (Flexigene; Techne, Cambridge, United Kingdom) com 2,5 uL de
tampéao 10X; 3,75 pL MgCl, 25mM; 1 yL dNTP (3,125 mM); 0,5 yL Taq polymerase
(AB-gene, Epsom, UK); 2,75 uL de cada sequéncia iniciadora sense e antisense;
3 UL de DNA alvo em 8,75 uL de agua ultra-pura estéril, com volume final de 25 pL.
O programa de amplificacédo utilizado foi: desnaturagédo inicial por 7 min a 95°C;
32 ciclos de 30s a 94°C; 1 min a 40°C e 8 min a 65°C e extensdo final por 16 min a

65°C. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
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Metaphor/metasieve agarose 2% contendo GelRedTM  (Biotium, Inc).
Em cada gel, trés canaletas foram utilizados para eletroforese dos marcadores de
peso molecular (0.GEM DNA markers-Promega), uma canaleta foi preenchida com
agua ultra-pura estéril (controle negativo) e as outras 12 canaletas com as amostras
a serem estudadas. Para a eletroforese, foram aplicados 100 volts por 120 min.
A visualizacdo das bandas foi realizada através de transiluminador UV. As imagens
dos géis foram digitalizadas e armazenadas para analise posterior.
Para comparacdo dos geéis, foi utilizado o programa GelCompar Il. Cepas da
Colecao Alema de Microrganismos e Culturas Celulares (DSM): 2649 Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei, 4905 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, 5622
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, 8741 Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei, 20011 Lactobacillus casei, 20012 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans,
20052 Lactobacillus fermentum, 20178 Lactobacillus zeae, 20243 Lactobacillus
gasseri, 20258 Lactobacillus paracasei subsp. Tolerans, e cepas da Colecao de
Culturas da Universidade de Gotemburgo (CCUG): 21452T Lactobacilllus
rhamnosus, 27333 Lactobacilllus rhamnosus, 27772 Lactobacilllus rhamnosus foram
igualmente submetidas a REP-PCR para controle da reagcdo e comparagdo dos

isolados.

3.7 MLST (Artigos 1l e 1lI)

As cepas de L. paracasei identificadas no biofilme foram caracterizadas
genotipicamente através da técnica MLST. Os genes selecionados para o
sequenciamento foram fusA, ileS, lepA, leuS, pyrG, recA e recG. Essa escolha

baseou-se em estudo prévio de Diancourt et al. (2007) [1]. As condi¢cbes para
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amplificacdo dos genes foram: 94°C for 5 min; 30 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por
30s, e 72°C por 30s; com extensao final de 72°C por 5 min. Os produtos da PCR
foram sequenciados conforme descrito acima. Para todos 0s genes, a sequéncia
parcial de nucleotideos de ambas as fitas de DNA foram manualmente editadas com
0 programa BioEdit. Através da comparacgdo entre as sequéncias sense e antisense,
uma sequéncia consensual foi obtida para cada gene de cada um dos isolados.
Cada nova sequéncia de nucleotideo (que diferia em pelo menos um nucleotideo) de
cada alelo era designada com um diferente numero arbitrario. Para cada cepa, a
combinacgéo Unica dos sete alelos definia um perfil alélico que era designado como
sequéncia de tipificacdo (ST). O alinhamento das sequéncias foi realizado com
auxilio do programa Bioedit. As analises descritivas da evolu¢do, como tamanho de
fragmento, contetudo de % GC, razéo d,/ds (em que ds € o numero de substituicoes
silenciosas por sitio e d, 0 nimero das mutacfes nao silenciosas por sitio), nimero
de sitios e alelos polimoérficos, diversidade de nucleotideos e teste D de Tajima,
foram obtidos através do programa DnaSP (versdo 4.90.1; Universitat de Barcelona
[http://mww.ub.edu/dnasp/]). A sequéncia de cada alelo para cada locus génico foi
analisada através do programa SplitsTree (versdo 4.0, Algorithms in Bioinformatics,
University of Tubingen [http;//www.splitstree.org/]). O Programa para Detecgdo de
Recombinacdo (RDP) foi utilizado na analise da taxa de recombinac¢édo na populagéo
estudada (versdao 2.0, Microbiology Department, University of Cape Town
[http;//Darwin.uvigo.es/ddp/rdphtml]). O programa ClonalFrame (versédo 1.0,
Departamento de Estatistica, Universidade de Warwick
[http://bacteria.stats.ox.ac.uk]) foi utilizado para analisar a relagédo clonal entre
isolados através da criagdo de uma arvore filogenética consenso a partir de seis

repeticdes. Evidéncia de recombinagdo também foi avaliada através da construcao
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de arvore filogenética baseada em maxima verossimilhanca através do programa
PAUP [version 4 beta 10; [137]]. Para cada um dos 7 genes uma arvore filogenética
era computada e comparada com as demais através do teste Shimodaira-Hasegawa
(S-H) para identificar diferencas entre as topologias das diferentes arvores
(diferencas log likelihood, A-In L). Em uma populacéo clonal, cada arvore filogenética
deve ser congruente e ndo deve haver diferencas no teste de verossimilhanca
[138, 139]. A fim de acessar a extensdo de congruéncia entre as arvores
filogenéticas baseadas na verossimilhanca testes de randomizacdo foram
conduzidos, nos quais o valor A-In L para cada gene foi comparado a valores

equivalentes computados de 200 arvores randémicas criadas para cada gene.
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3.8 Analise Estatistica

Testes ndo paramétricos foram utilizados na comparacdo da recuperacdo de
Lactobacillus spp. ap6s ambas as fases experimentais: o teste de Friedman foi
seguido do teste de Wilcoxon nas comparacgdes individuais. O teste de Wilcoxon foi
aplicado na comparacdo do numero de cepas, numero de genoétipos e numero de
espécies de Lactobacillus em ambas as fases experimentais. Considerou-se

significancia estatistica quando erro a foi <0,05.
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4. RESULTADOS

Um total de 222 amostras de Lactobacillus foram estudados, sendo 31
Lactobacillus provenientes da fase sem sacarose e 191 Lactobacillus da fase com
sacarose (Artigos I, Il e Ill). Ocorreu maior recuperacdo de lactobacilos apds a
exposicao a sacarose (Wilcoxon, p=0.001).

Para a identificacdo das espécies de Lactobacillus spp. no biofilme oral, os
genes pheS/rpoA foram sequenciados. O gene pheS foi amplificado em quase todas
as amostras estudadas com excecdo de algumas espécies (que foram
posteriormente identificadas como L. rhamnosus pelo sequenciamento do gene
rpoA). As cepas que apresentavam sequéncia parcial do gene pheS semelhante a
sequéncia da cepa ATCC 334 foram referidas na tese e nos artigos como L.
paracasei. As espeécies de Lactobacillus encontradas foram L. paracasei (n=75), L.

fermentum (n=70), L. rhamnosus (n=69), e L. gassei (n=8).

4.1 Composigao do Biofilme

A diversidade de espécies de Lactobacillus foi maior na fase cariogénica do
gue na fase nado-cariogénica (p=0,045). Uma meédia 0-2 espécies de Lactobacillus
por individuo foi encontrada na fase ndo-cariogénica em comparacdo a média
2-3 espécies na fase cariogénica. A prevaléncia de L. fermentum foi similar em
ambas as fases experimentais, nas quais 6/11 individuos apresentavam-se
colonizados na fase sem sacarose em comparac¢do a 8/11 individuos apds o periodo
de desafio cariogénico (p=0.721) (Figura 5). Um individuo que apresentava
colonizacdo por L. fermentum no biofiime na fase sem sacarose deixou de

apresenta-la apés o periodo de exposicdo a sacarose (Figura 5). A prevaléncia de
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L. rhamnosus aumentou no biofilme apés o periodo experimental com sacarose de
2/11 para 8/11 individuos colonizados (p= 0.028). L. paracasei foi associado ao
ambiente cariogénico uma vez que sua recuperacdo no periodo de sacarose
(7/11 individuos, n=73 cepas) foi mais abundante do que no biofiime sem sacarose
(2/11 individuos, n=2 cepas) (p=0,012) (Figura 5). A prevaléncia de L. gasseri foi
baixa em ambas as fases experimentais (p=1.00) (Figura 5). Dois individuos
apresentavam L. gasseri no biofilme apds a fase sem sacarose e apenas um deles

permaneceu colonizado apds a fase com sacarose.

100%

A

80% -

S LSS S ALY

60% -

40% -

S LSS LSS IS S LSS SIS S S S S SS S SSSSSSS

20% -

S A LA LA LA LS LS LSS LA LSS S S S S AL

P A AL AL LSS LA LSS LSS L LSS LSS LSS LSS S LSS S S S S SSS,

0% -

A AS C CS D DS F FS L LS M MS N NS O OS R RS S SS T TS
B L.fermentum O L.rhamnosus O L.gasseri B L.paracasei

Figura 5: Frequéncia de distibuicdo (%) das espécies de lactobacilos nas fases com e
sem sacarose por paciente. Diferentes letras iniciais representam diferentes individuos.

Letras iniciais seguidas de S identificam a fase com sacarose.
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O numero de biofilmes colonizados por individuo aumentou de 7 para 11 ap0s

exposicdo a sacarose. Quatro individuos (D, F, M, e S) ndo apresentavam

Lactobacillus no biofilme na fase sem sacarose, mas tornaram-se colonizados apés

a exposicao a sacarose (Figura 6).

Number of
Lactobacillus
spp.
25
30
(o)
20
21
o
14
15— (o) T
B Non Sucrose Phase
B Sucrose Phase
22
10— o

I I I I
L.paracasei L.fermentum L.rhamnosus L.gasseri

species

Figura 6: Mediana e variagao inter-quartil (25-75%) do numero de
Lactobacillus spp. encontrados nas duas fases experimentais
com e sem sacarose. L.paracasei (p=0.012), L.fermentum
(p=0.721), L.rhamnosus (p=0.028) and L.gasseri (p=1.00).

(o= valores outliers e *= valores extremos).
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4.2 Diversidade Genética de Lactobacillus no Biofilme Oral

Foi avaliada a diferenca na diversidade genética de Lactobacillus relacionada
a alteragcbes ambientais como a exposicdo frequente a sacarose. O método
REP-PCR possibilitou agrupar os 235 Lactobacillus (222 isolados clinicos e 13 cepas
de referéncia) em 103 grupos. Cada padrao de REP-PCR foi numerado de 1 a 103.
Todas as cepas de referéncia foram agrupadas em diferentes subgrupos de acordo
com sua designacdo taxonémica. O REP-PCR mostrou-se altamente reprodutivel
uma vez que o nivel de similaridade apresentado pelos marcadores de peso
molecular foi de 96,95% entre os diferentes géis. Os isolados clinicos (n=222)
puderam ser agrupados em 90 padrdes distintos de REP-PCR. A similaridade geral
entre todos os isolados (n=235) foi de 70,29%.

Em 64 casos, uma Unica cepa estava relacionada a um uUnico padrao de
REP-PCR. Em 39 casos, multiplas cepas (variacdo de 2 a 15 cepas) foram
agrupadas em um mesmo perfil de REP-PCR. Em 19 casos, cepas de uma mesma
espécie mas coletados de individuos diferentes foram agrupadas pelo REP-PCR.
Em 20 casos, cepas da mesma espécie e provenientes do mesmo individuo foram
agrupadas pelo REP-PCR.

Padrbes distintos de REP-PCR foram observados entre as 4 diferentes
espécies de Lactobacillus estudadas. O REP-PCR nao agrupou cepas de diferentes
espécies no mesmo agrupamento. Um alto poder discriminatorio em nivel de espécie
foi observado neste estudo, uma vez que todas as cepas de L. paracasei,
L. fermentum, L. rhamnosus e L. gasseri puderam ser diferenciadas umas das outras

por terem menos de 89% de similaridade entre si. As cepas de L. paracasei puderam
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ser subdivididas em 25 subgrupos, L. fermentum em 36, L. rhamnosus em 27, e
L. gasseri em seis subgrupos.

O efeito da modificacdo ambiental na diversidade genética dos Lactobacillus
pode ser observado na tabela 3. Na maioria dos casos diferentes genétipos estavam
presentes na fase sem sacarose em comparacao a fase com sacarose. Apenas o
gendtipo 96 de L. fermentum do individuo T se manteve presente em ambas as
fases experimentais.

O numero de genotipos variou de 0 a 14 por individuo. A tabela 3 mostra o
namero e o padrédo de REP-PCR categorizado por espécies (n=4) nos 11 individuos
participantes do estudo. Em 2/44 casos uma determinada espécie de Lactobacillus
estava presente na fase sem sacarose, mas ausente ap0s a fase com sacarose.
Em 14/44 uma determinada espécie de Lactobacillus foi observada somente ap6s
exposicao a sacarose. Em 18/44 nao havia presenca de Lactobacillus nem antes
nem depois da exposicdo a sacarose. Em 10/44 casos, Lactobacillus da mesma
espécie estavam presentes e em ambas as fases experimentais, sendo que:
um caso apresentou igual numero de genoétipos recuperados (Individuo C -
L. paracasei); cinco casos apresentaram aumento da diversidade genética (individuo
A - L. rhamnosus, individuo R- L. paracasei, individuo L - L. fermentum, individuo N -
L. rhamnosus, individuo T- L. gasseri) e quatro casos apresentaram reducdo da
diversidade genética (individuos A, N, O, T - L. fermentum) apds exposicado a

sacarose. (Tabela 3).
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Tabela 3: Gendtipos de Lactobacillus spp. (nimeros 1 a 103) identificados no biofilme através de rep-
PCR sem e com a presenca de sacarose em 11 individuos, sendo 90 cepas isoladas do biofilme e 13

cepas de referéncia.

Espécies por

Genotipos recuperados do

Genotipos recuperados do

individuo biofilme sem sacarose biofilme com sacarose
L. paracasei
Individuo A - 66, 80, 82
Individuo C 99 55
Individuo D - 50, 70, 79, 101
Individuo F - 51, 66, 68, 75, 77, 78
Individuo L - 4,70, 103
Individuo M - 7, 8,58, 69, 72
Individuo N - -
Individuo O - -
Individuo R 61 52,64, 71,
Individuo S - -
Individuo T - -
L.fermentum
Individuo A 1,16, 25 62, 63
Individuo C 27,16 -
Individuo D - 88, 89, 90, 91, 92, 93, 97
Individuo F - -
Individuo L 13 1,91
Individuo M - -
Individuo N 1,57 16
Individuo O 18, 25, 26 96
Individuo R - 94, 95
Individuo S - 1,11, 12,13, 15,24
Individuo T 5, 14, 15,17, 20, 21, 86, 96 6, 23, 85, 87, 96, 98
L.rhamnosus
Individuo A 42 73, 49
Individuo C - -
Individuo D - -
Individuo F - 44
Individuo L - -
Individuo M - 22, 28, 39, 46
Individuo N 22 30, 32, 40, 44, 46
Individuo O ) 22,28, 32, 33, 34, 39, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47,59
Individuo R - 30, 31, 32, 35, 36, 46, 53
Individuo S - 32, 33, 44, 100
Individuo T - 30, 33, 39, 42, 56, 59
L.gasseri
Individuo A - -
Individuo C - -
Individuo D - -
Individuo F - -
Individuo L - -
Individuo M - -
Individuo N - -
Individuo O - -
Individuo R 84 -
Individuo S - -
Individuo T 37 2,19, 29,81
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4.3 Diversidade Genética de L. paracasei no Biofilme Oral

A espécie de Lactobacillus mais prevalente (L. paracasei, n=75) foi submetida
a andlise genotipica. Os L. paracasei provenientes do biofiime dental de sete
participantes, em ambos os periodos experimentais, foram submetidos a tipificacao
pela técnica MLST. Para fins de comparacgdo, os dados de Diancourt et al. [1] foram
adicionados aos resultados deste estudo. As caracteristicas dos housekeeping
genes analisados sdo apresentadas na Tabela 4. O conteudo de GC% observado
em todos os alelos variou de 46,9 a 50,4 e foi semelhante a média de GC% (46,6)
do genoma completo da cepa ATCC 334. O numero de alelos por gene variou de
4 (pyrG) a 14 (leuS). O numero de sitios polimorficos variou entre 3 (pyrG) e
21 (leuS). A diversidade de nucleotideos por sitio (1) nos sete genes variou de
0,00310 no gene fusA a 0,01124 no recG. A propor¢cdo de modificacbes nos
nucleotideos que alterou a sequéncia de aminoacidos (d,) e a propor¢cdo de
alteracOes silenciosas (ds) foram calculadas para cada gene, e a relagéo d,/ds foi
menor que 1 (um), indicando selecdo contraria a modificacdo de aminoacidos e
excluindo sele¢do positiva na diversidade dos alelos estudados. Tal fato j& seria
esperado em genes conservados. Dois genes (lepA e leuS) apresentaram valores
positivos no teste de Tajima, o que indica um equilibrio no potencial de selecao
desses genes, 0 que também é consistente com o maior numero de polimorfismos

observados (14 e 21, respectivamente) (Tabela 4).
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Tabela 4: Caracteristicas dos loci génicos incluidos no MLST. Dados combinados do

presente estudo (n=75) com os de Diancourt et al [1] (n=52).

Tamanho G+C Sitios Tajima's

Gene Alelos m 0 dN/dS

(bp) (mol%) Polimorficos D

fusA 663 49.4 9 8 0.00310 0.00242 0.034 -1.70921
ileS 360 46.9 12 11 0.00728 0.00666 0.106 -0.73996
lepA 549 50.4 13 14 0.00682 0.00509 0.079 0.02913
leuS 642 48.4 14 21 0.00688 0.00649 0.089 0.37442
pyrG 345 46.9 4 3 0.00435 0.00176 0.148 -0.19469
recA 315 48.0 6 6 0.00635 0.00386 0.161 -1.02551
recG 342 48.5 10 14 0.01124 0.00818 0.017 -0.17992

dN/dS = Média de substituicdes nado silenciosas/silenciosas; 1 = diversidade de nucleotideos por sitio;

6 =nimero médio de diferencas de nucleotideos por sitio.

Através da analise do programa RDP, nenhum sinal evidente de
recombinacdo para cada um dos genes analisados individualmente foi observado.
No entanto, o grafico criado a partir de uma matrix de distancias de todos os alelos
dos sete loci génicos utilizando o método NeighborNet no programa Splitstree 4.0
mostrou uma estrutura de rede indicativa de incompatibilidades significativas

resultantes de recombinac&o (Teste Phi, p = 5.22 x 10°®). (Figura 7).
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Figura 7: Dendograma construido a partir da seqiiéncia concatenada dos
sete loci génicos, mostrando a relacdo entre os isolados. O teste Phi
mostrou evidencia de recombinacdo (p =5.22 x 10°). Os ndmeros
representam os diferentes STs. Dados combinados do presente estudo

(n=75) com os de Diancourt et al [1] (n=52)
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A razéo r/m foi de 2,66 com 95% de credibilidade no intervalo de 1,47-4,37 e
teste S-H de congruéncia demonstrando que todas as arvores filogenéticas
baseadas na maxima verossimilhanga geradas para cada loci génico do MLST foram
significantemente n&o-congruentes (Tabela 5). A comparacao dos valores de A-InL
para as arvores filogenéticas baseadas na maxima verossimilhanca indicam que nao

ha diferenca significativa entre elas e as arvores randomicamente geradas.

Tabela 5: Teste da congruéncia entre a arvore génica baseada na

verossimilhanca e arvores randémicas.

A-InL de arvores

Locus - InL A-InL
randémicas
fusA 979.312 69.406 — 76.946 60.176 — 77.888
ileS 587.394 51.148 — 89.128 67.974 — 91.232
lepA 881.891 63.512 — 110.261 88.153 — 116.557

leuS 1046.010 147.011 - 272.294 215.342 - 280.560

pyrG 497.204 2.980 — 4.638 1.888 — 4.802
recA 477.317 12.700 — 15.743 8.475 - 16.034
recG 582.620 100.070 — 213.692 153.945 — 223.997

(p<0.05 para todos os valores —InL)

Através da andlise dos sete loci nos 75 isolados de L. paracasei provenientes
desses individuos, 14 genétipos foram encontrados. O numero de genotipos foi
variado: 5 (individuo R), 3 (individuos L e F) e 2 (individuos A, C, D, M).
Alguns genotipos de L. paracasei foram compartilhados por diferentes individuos.
ST 40 foi dominante na amostra e foi observado em isolados provenientes dos
individuos A, C e F. Além desse genatipo, os genotipos ST 33 (individuos M e R) e
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ST 41 (individuos F e A) também foram comuns entre individuos néo relacionados.
Os gendtipos de L. paracasei provenientes do biofilme formado sem sacarose
(individuos C e R) foram diferentes dos genétipos de L. paracasei recuperados nos
mesmos individuos no biofilme submetido a exposicao freqlente a sacarose. Apesar
disso, um mesmo genotipo (ST 9) foi comum tanto ao biofiime formado com
sacarose como ao formado sem sacarose (Individuos C e R). Trés voluntarios
(R, C, D) apresentaram L. paracasei que ja haviam sido isolados de produtos

alimenticios lacteos (ST 9 e 16) [1] (Tabela 6).
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Tabela 6. Perfil alélico e STs das cepas de L. paracasei (n=75) analisadas no presente
estudo. STs 1-32 ja haviam sido identificadas por Diancourt et al [1] e STs 33-44 foram

identificados no presente estudo.

Alelos
Individuos® No. de isolados ST
fusA ileS lepA leuS pyrG recA recG

RS 1 4 2 3 3 1 1 3 9

C 1 4 2 3 3 1 1 3 9

DS 2 4 5 6 6 1 1 5 16
MS 2 1 2 1 1 1 1 2 33
RS 1 1 2 1 1 1 1 2 33
R 1 1 3 7 5 1 1 2 34
LS 16 4 2 3 13* 1 5* 3 35
LS 1 4 2 3 13* 1 1 3 36
DS 1 4 2 3 13* 4 5* 3 37
LS 1 4 2 12 13* 1 5* 3 38
FS 1 4 100 11 14 1 1 9 39
AS 9 4 10+ 11* 14* 4% 1 9 40
CS 1 4 100 11* 14> 4% 1 9 40
FS 18 4 10+ 11* 14* 4% 1 9 40
AS 2 4 11* 11*  14* 4% 1 9 41
FS 2 4 11 11 14 4% 1 9 41
MS 10 4 12* 13* 6 1 6* 5 42
RS 1 o* 8 7 8 1 1 10 43
RS 4 o* 8 7 8 1 1 1 44

% Letras iniciais diferentes identificam diferentes individuos e letras iniciais
seguidas pela letra S identificam a fase com sacarose. Novos alelos apresentam-

se identificados com asterisco.
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Para avaliar a relacdo entre os L. paracasei selecionados do biofilme, um
dendograma baseado no perfil alélico dos genes fusA, ileS, lepA, leuS, pyrG,
recA e recG foi criado (Figura 8). STs 1 a 32 referem-se aos isolados
provenientes de Diancourt. et al. (2007) [1] e STs 33 a 44 foram isolados neste
estudo. STs 9 e 16 foram comuns a ambos os estudos. E possivel observar
guatro agrupamentos de L. paracasei no dendograma criado. Os L. paracasei
isolados de humanos e aqueles isolados de produtos alimenticios foram

encontrados dispersos pelo dendograma.
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Figura 8. Dendograma criado a partir das sequéncia concatenadas dos 7 loci de
Lactobacillus paracasei. A numeracdo refere-se aos STs: STs 1-32 j& haviam sido
identificadas por Diancourt et al [1] e STs 33-44 foram identificadas no presente estudo. STs
provenientes de fontes humanas séo identificadas com o simbolo e e aquelas provenientes

de alimentos com o e aquelas isoladas de alimentos e humanos com V.
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4.4 Comparacao entre REP-PCR e MLST na Tipificacdo de L. paracasei

O dendograma obtido a partir da analise REP-PCR agrupou os
75 L. paracasei em 25 subgrupos classificados a partir de letras minUsculas de a a z.
Nove dos subgrupos de REP-PCR (a, d, h, j, k, I, n, r, s) eram compostos por um
namero  variavel de isolados contendo de 2 a 15 isolados.
Os subgrupos com maior numero de isolados foram o j (n=15) e o | (n=9). Para 16
cepas de L. paracasei um padrdo Unico de REP-PCR foi observado (b, c, e, f, g, |,
m, o, p, 4, t, u, v, X, Yy, z). O mesmo subgrupo de REP-PCR (j e |) foi compartilhado
por cepas de diferentes origens/individuos. Em todos os demais subgrupos, apenas
cepas obtidos da mesma origem/individuo foram agrupadas pelo REP-PCR
(Figura 9).

A técnica MLST, com o sequenciamento parcial de sete genes conservados,
revelou 14 tipos sequenciais (STs) entre os L. paracasei estudados. STs 35 (n=16) e
40 (n=28) foram os mais prevalentes na amostra. Os demais STs apresentaram
namero variado de isolados: ST 9 (n=2) ST 16 (n=2), ST 33 (n=3), STs 41 (n=4) e
ST 44 (n=4), ST 42 (n=10). Alguns STs (34, 36, 37, 38, 39, e 43) possuiam apenas
um isolado de L. paracasei cada (Figura 9).

Diferentes nimeros de gendtipos foram obtidos para as mesmas 75 cepas de
L. paracasei de acordo com o método molecular escolhido (14 gendtipos por MLST
versus 25 genotipos por REP-PCR) (Figura 9).

Em alguns exemplos o REP-PCR foi mais discriminatério que o MLST. Cepas
com o mesmo ST apresentavam diferentes padroes de REP-PCR, variando de 2 a 8

subgrupos. ST 9 foi subdividida pelo REP-PCR em repTC g e X;
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ST16 em repTC o e y; ST 33 em repTC s e m; ST 35 em repTC d, e e |;
ST42emrepTCi,k,r,u;eSt40 emrepTCa, b, c, f, h, |, t, v. (Figura 9)

Por outro lado, houve também exemplos em que o MLST foi mais
discriminatério que o REP-PCR. Cepas pertencentes a diferentes STs foram
agrupadas pelo REP-PCR: STs 37 e 35 (repTC 1), 38 e 35 (repTC d),
39 e 40 (repTC a), 41 e 40 (repTC j) e 43 e 44 (repTC n) (Figura 10).
A Figura 10 exemplifica um desses casos em que o MLST foi mais discriminatério
que o REP-PCR: cepas pertencentes a diferentes STs (35 e 37) ndo puderam ser
diferenciadas pelo REP-PCR apresentando 97.62% de similaridade na comparacéo
pareada.

MLST e REP-PCR apresentaram correspondéncia em 2 casos. STs 34 e 36,
foram agrupados apenas com cepas de mesmo perfil de MLST pela técnica de
REP-PCR (Figura 9). ST 34 foi agrupada no repTC g e ST 36 foi agrupada no repTC
z, respectivamente.

Quando ambos os métodos genotipicos foram combinados, ao invés de 25
gendtipos (técnica de REP-PCR) ou 14 gendtipos (técnica de MLST) foi possivel

identificar 30 diferentes gendétipos entre os 75 isolados de L. paracasei.
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5. DISCUSSAO

5.1 Modificacdo do Biofilme Dental da Saude paraa  Doenca

A metodologia empregada permitiu a analise do biofiime na saude (fase
nao cariogénica) e na doenca (fase cariogénica). O mesmo bloco de esmalte foi
utilizado em ambas as fases. Por essa razdo, o estudo néo foi cruzado e a fase
nao cariogénica precedeu a fase cariogénica. Como a formacéao do biofilme dental é
sitio-especifica, foi importante planejar a metodologia a fim de que a mesma
superficie dental servisse de base para a formacdo do biofilme nas duas fases
experimentais. O mesmo dente foi utilizado para o preparo dos quatro blocos de
esmalte utilizados em cada aparelho mandibular removivel a fim de reduzir a
variabilidade entre os substratos dentarios utilizados. Além disso, nenhum polimento
foi realizado nos blocos para néo alterar a superficie do esmalte dental.

Diferentes nichos bucais ja foram utilizados para pesquisa dos aspectos
microbiolégicos da cérie dental. Alguns estudos utilizam a coleta da saliva
estimulada na anélise da quantificacdo de S. mutans e de Lactobacillus. Os testes
microbioldgicos salivares tém sido empregados como parametros no tratamento de
pacientes com atividade de carie. A escolha do sitio de coleta interfere nos
resultados, visto que a colonizacdo bacteriana na superficie dental varia de acordo
com o sitio. Assim, a coleta do biofilme sobre a lesdo cariosa parece ser 0 mais
correto para a analise da microbiologia da carie, e a analise do perfil microbiano do
biofilme parece representar melhor o papel dos diferentes microrganismos na carie
dental. O estudo da transicdo do biofilme dental higido para o cariogénico torna-se

bastante dificil em estudos clinicos por razfes éticas. As pesquisas clinicas que
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avaliam a relacdo do biofiime na saude e na doenca o fazem comparando os
microrganismos provenientes de biofilme de: (a) sitios sadios versus sitios cariados
no mesmo individuo [140], (b) sitios higidos de individuos livres de carie versus sitios
cariados de individuo carie-ativos [141] e, (c) sitios higidos provenientes de
individuos carie-ativos versus sitios higidos de individuos livres de carie [140, 142].
Muitos estudos avaliam as diferencas na composicdo dos microrganismos presentes
na saliva ao invés de analisar o biofilme dental [143]. Outros, no entanto, avaliam a
presenca dos microorganismos em multiplos nichos bucais como saliva, lingua e
biofilme [141]. Até o presente momento, este € o primeiro estudo que avalia
Lactobacillus no biofiime dental na transicdo da saude para a doenca tentando

reproduzir a formacéo da leséo de carie em humanos.

5.2 Baixa Recuperacédo de Lactobacillus

Um total de 222 Lactobacillus foi isolado do biofilme dental, sendo 31
provenientes da fase experimental sem sacarose e 191 da fase experimental com
sacarose. Foi observada baixa recuperacdo de Lactobacillus, especialmente, no
biofiilme formado sem sacarose. Dados de outro trabalho in situ corroboram os
achados de que o biofiilme submetido a desafio cariogénico apresenta maior
proporcdo de Lactobacillus [144]. Sabe-se que a propor¢cdo de Lactobacillus no
biofilme dental higido é pequena [40] e que ocorre um aumento de sua frequéncia
com a progressao da leséo cariosa [57, 145].

Na confeccdo dos dispositivos mandibulares removiveis um espaco de 1 mm
(um milimetro) foi deixado entre a superficie do bloco de esmalte e a resina acrilica a

fim de favorecer o acumulo de biofilme no local. A presenca desse nicho retentivo
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nos modelos in situ pode favorecer o crescimento de leveduras. Muitas das colonias
que cresceram no meio Rogosa nesse estudo eram leveduras. O biofilme
desenvolvido em modelos in situ pode necessitar de maior seletividade para impedir
0 crescimento de outros microrganismos e possibilitar maior recuperacdo de
Lactobacillus a semelhanca do estudo de Llena et al. (2007) [146]. Todavia, outros
estudos que avaliaram a composi¢cao do biofilme dental utilizando modelos in situ
nao relatam a adicdo de antibioticos ou outros agentes antimicrobianos ao meio
Rogosa [52, 144]. Além de leveduras, cocos Gram-positivos também foram
encontrados no meio Rogosa SL Agar no presente estudo. A presenca de
Streptococcus no meio Rogosa SL Agar contendo verde bromocresol ja foi relatada
em estudo com Lactobacillus provenientes da saliva e fezes de humanos em
condicbes de microanaerofilia a 30 °C [147]. Uma taxa alta de recuperacédo (176
bacilos em 180 col6nias isoladas) de Lactobacillus de saliva ja foi relatada com uso
do meio Rogosa SL Agar [46]. Parece que 0 meio Rogosa, apesar de possibilitar boa
recuperacdo de Lactobacillus [46], ndo pode ser considerado totalmente seletivo
uma vez que outros microrganismos como leveduras e Streptococcus [147] puderam
também ser isolados. A caracterizacdo através de coloragdo de Gram auxilia na
triagem inicial dos isolados e deve sempre ser realizada mesmo ap6s cultivo em
meio seletivo.

Por outro lado, a populagdo participante da pesquisa foi composta por
estudantes de Odontologia e cirurgibes-dentistas que apresentavam boa saude geral
e bucal e, como consequéncia, provavel prevaléncia baixa de bactérias cariogénicas
na saliva. Nenhum critério de selecdo em relacdo a quantidade minima de

Lactobacillus na saliva foi utilizado para a selecdo dos voluntarios participantes.
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Apesar disso, 0 uso de sacarose aumentou a recuperacdo de Lactobacillus

indicando uma vantagem ecologica dessa bactéria em nichos cariogénicos.

5.3 ldentificacdo das Espécies de Lactobacillus

A identificacdo das espécies de Lactobacillus pelo sequenciamento dos genes
pheS e rpoA ja havia sido proposta por Naser et al. (2007) [109]. Todos os isolados
puderam ser identificados através da amplificacdo desses genes. Os isolados
pertencentes a espécie dos L. rhamnosus foram mais facilmente identificados
através do sequenciamento do gene rpoA do que do pheS. Assim, inicialmente
tentou-se fazer a amplificacdo do gene pheS. Quando nao foi possivel a obtencéo
de um produto de PCR adequado, mesmo apoés otimizacdo da reacdo, o gene rpoA
foi amplificado e sequenciado. O poder discriminatério do sequenciamento dos
genes pheS e rpoA foi superior ao sequenciamento do gene 16S rRNA na
caracterizacdo de espécies de Lactobacillus [109]. Outros genes ja foram testados
na analise das espécies de Lactobacillus como mle, tuf, ISLpll, Hsp60, recA e rplB
[1, 11, 101, 105, 110, 112, 113]. Um bom marcador filogenético deve ser passivel de
aplicacdo ao maior numero possivel de espécies do género Lactobacillus
preferencialmente de origens variadas. Os genes pheS/rpoA ja foram utilizados na
identificacdo de um bom numero de espécies de Lactobacillus provenientes de
diferentes origens e podem, assim, ser considerados bons marcadores filogenéticos
para o género Lactobacillus [109]. Portanto no presente estudo o uso adequado do
sequenciamento dos genes pheS/rpoA na Taxonomia dos Lactobacillus possibilitou

a caracterizagcdo das espécies de maneira confiavel.
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5.4 Composicao e Diversidade Genotipica de  Lactobacillus

Métodos moleculares sdo necessarios para a correta identificacdo de
espécies e para a tipificacdo de Lactobacillus. A decisdo de usar o método rep-PCR
neste estudo baseou-se em sua provada confiabilidade para tipificar Lactobacillus, e
em sua capacidade de gerar padrdes de restricdo reprodutiveis [127]. Rep-PCR tem
sido utilizado na genotipagem de Lactobacillus de diferentes origens apresentando
bom poder discriminatério em nivel de espécie e de isolado [26, 128, 132].
Outro método a ser considerado foi a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE),
mas este demonstrou ser mais caro, trabalhoso e demorado [148, 149]. A tipificacao
pelo sequenciamento de mudltiplos loci (MLST) poderia também ter sido utilizada
como alternativa, mas mostrou menor poder discriminatério em relacdo ao rep-PCR
em Lactobacillus paracasei (dados néo publicados, Artigo Il) e ndo é indicado para
estudos epidemiolégicos com grande numero de isolados [150]. Para o propdsito do
presente estudo, o rep-PCR apresenta poder discriminatério suficiente e adequado
para a amostra de Lactobacillus em analise. Além disso, todas as cepas isoladas
foram passiveis de tipificacdo através desse método.

Estudos in situ trazem boas contribuicbes a pesquisa da formacédo de
biofimes dentais. Este € o primeiro estudo a apresentar um acompanhamento
longitudinal de Lactobacillus do biofilme oral ap6s modificacdo ambiental utilizando o
mesmo nicho oral. Com este modelo é possivel controlar as condi¢cdes nas quais 0
biofilme esta sendo formado a fim de se estudar sua modificacdo da saude para a
doenca, o que nédo poderia ter sido feito em modelos in vivo.

Quarto diferentes espécies de Lactobacillus (L. paracasei, L. fermentum,

L. rhamnosus e L. gasseri) estavam presentes no biofime dos 11 individuos
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estudados. Outros trabalhos também identificaram espécies de Lactobacillus em
biofilme dental e encontraram entre cinco e seis espécies por individuo [32, 151].
Todavia, nesses estudos a identificacdo das espécies baseou-se em caracteristicas
metabdlicas dos isolados, 0 que ndo € considerado suficiente para tal [4, 89].
Na dentina, pelo menos trés diferentes espécies de Lactobacillus estavam presentes
na maioria das amostras [59]. No presente estudo, Lactobacillus apresentaram maior
diversidade de espécies na fase com sacarose em relacdo a fase sem sacarose.
L. paracasei e L. rhamnosus puderam ser relacionadas a um ambiente cariogénico
uma vez que sua recuperacao na fase com sacarose foi mais abundante do que na
fase sem sacarose. Tal fato concorda com dados da literatura que associaram
Lactobacillus do grupo dos L. casei a lesBes de carie em diferentes estagios de
desenvolvimento [152]. A composicdo de espécies de Lactobacillus no biofilme oral
pode ter aumentado por ser o biofilme dental um nicho aberto suscetivel a
contaminacao pela saliva e por fontes alimentares.

Quantidades variadas de genotipos de Lactobacillus ja foram descritas em
diferentes nichos da cavidade bucal [46, 132]. O numero de gendtipos de
Lactobacillus (por ERIC-PCR) em diferentes pacientes com carie rampante variou de
um a sete [132], enquanto na saliva, dois a oito genétipos distintos de Lactobacillus
estavam presentes por individuo [46]. No presente estudo, zero a 14 gendétipos
foram encontrados no biofilme oral. Embora diferentes métodos de tipificacdo
molecular tenham sido utilizados (ERIC-PCR, rep-PCR e RFLP) multiplos gendétipos
estavam presentes na cavidade oral nos diferentes sitios estudados.

Os gendtipos de Lactobacillus do biofilme dental em um mesmo individuo
tendem a ser diferentes apds a exposi¢cdo a sacarose. Neste estudo, apenas um

gendtipo foi mantido, em ambas as fases experimentais e em um mesmo individuo.
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Em outro estudo longitudinal sem modificagcbes ambientais, os gendétipos de
Lactobacillus foram comparados em duas amostragens de saliva ao longo de 3
meses. Em 2 de 3 individuos (2 gendétipos de L. fermentum e 1 gendtipo de
L. vaginalis) o mesmo genotipo foi recuperado, mostrando maior estabilidade de
recuperacdo dos genotipos em relacdo ao presente estudo. Apesar disso, alguns
gendtipos de Lactobacillus na saliva desapareceram, e novos sugiram sem que
houvesse ocorrido qualquer alteragcdo ambiental proposital [147]. Tal fato também foi
observado em caries rampantes em que diferentes lesbes de um mesmo individuo
apresentavam genoétipos distintos no mesmo momento de coleta [132]. A presenca
de diferentes genoétipos de Lactobacillus apds exposicdo a sacarose sugere
sinergismo e antagonismo entre as bactérias, 0 que poderia explicar tais

modificacdes de diversidade no biofilme dental cariogénico.
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5.5 Origem dos Lactobacilos Bucais (Artigo II)

Pode-se observar que Lactobacillus provenientes do biofiilme bucal
apresentaram mesmo genétipo de Lactobacillus previamente isolados de produtos
alimentares lacteos (Artigo Il). Parece que Lactobacillus de alimentos podem
colonizar a cavidade bucal de humanos. Devido a grande diversidade e variabilidade
dos Lactobacillus que colonizam a cavidade bucal em humanos, é dificil dizer qual
espécie é autoctone. Serd que realmente existem espécies de Lactobacillus
exclusivamente bucais? Ou sera que se pode afirmar que todos os Lactobacillus
presentes na cavidade bucal sdo apenas colonizadores transitorios? A colonizacao
por Lactobacillus ocorre a partir do parto e da amamentacao [31, 153]. Lactobacillus
do trato vaginal das maes foram encontrados na cavidade bucal de recém-nascidos
nos primeiros dias de vida [153]. Além disso, o aleitamento materno pode também
ser fonte de Lactobacillus para o trato  gastrointestinal [31].
A colonizacdo da cavidade bucal por Lactobacillus tem relacdo direta com a
colonizacdo de Lactobacillus nos demais segmentos do trato gastrointestinal [147].
A mesma cepa de Lactobacillus foi encontrada tanto na cavidade bucal como no reto
de individuos adultos [147]. Apesar disso, algumas cepas foram encontradas
especificamente na cavidade bucal ou trato gastrointestinal. Para Dal Bello e Hertel
(2006), o fato de (a) L. gasseri e L. vaginalis apresentarem uma colonizacao estavel
por trés meses em trés individuos e (b) serem isolados somente em humanos e
animais os torna possiveis autéctones da cavidade bucal [147]. As espécies de
Lactobacillus mais encontradas por esses autores na saliva foram L. gasseri,
L.paracasei, L. rhamnosus e L. vaginalis [147]. Apesar de L. paracasei e

L. rhamnosus terem também sido detectados na saliva, 0os autores 0os consideram
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transitorios na cavidade bucal por serem comumente encontrados nos alimentos.
E possivel que as caracteristicas especificas de cada meio permitam que
determinada espécie ou cepa seja capaz de passar de transitoria a estavel.

O aumento da diversidade genética de Lactobacillus associado a presenca de
Lactobacillus de origem alimentar sugere origem exdgena para os Lactobacillus da
cavidade bucal. Entretanto, ainda € necessario que a estabilidade da colonizacéo

por Lactobacillus provenientes de alimentos seja mais bem avaliada.

5.6 REP-PCR versus MLST (Artigo IIl)

No presente estudo, as técnicas de REP-PCR e MLST foram utilizadas na
tipificacdo de L. paracasei provenientes do biofilme dental formado in situ em sete
individuos. Houve resultados distintos na comparagcdo das duas técnicas quanto a
diferenciacdo genotipica dos isolados. REP-PCR mostrou melhor poder
discriminatério em comparag¢do ao MLST. Pouca concordancia foi observada entre
os dois métodos. Em um estudo com Campylobacter jejuni, rep-PCR (combinacé&o
de REP-, ERIC- e BOX-PCR) também mostrou maior poder discriminatério do que o
PFGE e MLST [154]. A diferenca dos resultados obtidos pode refletir as diferencas
nos método de afericdo da diversidade genética de cada técnica [155].
Por ter como alvo o genoma essencial no metabolismo bacteriano, MLST é mais util
para estudos de longitudinais em epidemiologia bacteriana [131], apesar de nao ter
sido tdo bom quanto o REP-PCR em refletir pequenas diferencas no genoma dos
L. paracasei estudados. Alguns autores utilizaram o MLST como padrdo ouro na
comparacao e otimizacdo dos parametros analiticos do REP-PCR em E. coli [150].
No entanto, quando REP-PCR, MLST, PFGE, perfil de plasmideos e perfil de

suscetibilidade foram comparados na diferenciacdo de Salmonella enterica os trés
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primeiros meétodos demonstraram melhor poder discriminatério para os isolados
[155]. Apesar disso, nenhuma correlacdo aparente foi observada entre os métodos
moleculares utilizados. Para algumas cepas o PFGE foi mais discriminatorio que o
MLST, e para outras o MLST foi melhor [155]. Em outro estudo com Lactobacillus,
PFGE foi capaz de diferenciar cepas que néo diferenciaveis pelo MLST [17]. Embora
em geral tenha ocorrido uma boa concordancia entre MLST e REP-PCR em estudo
com Streptococcus oralis, em um individuo o mesmo perfil de rep-PCR foi associado
a diferentes STs e diferentes perfis de REP-PCR estavam presentes no mesmo ST
(ST-21) [156]. Para E. coli, MLST apresentou pouco poder discriminatorio, uma vez
que o mesmo ST (ST 10) pode ser subdividido em 10 perfis de rep-PCR [157].
No MLST, isolados que apresentem genotipos similares ou iguais podem ser
considerados como proximos, podendo ter-se originado de um ancestral comum.
Isso ndo significa que cepas pertencentes a um mesmo ST ndo possam ser
diferentes em relagdo a outras caracteristicas clinicamente importantes atribuidas a
outros genes ou elementos acessorios. [158]. No presente estudo, MLST e
REP-PCR foram capazes de evidenciar diferentes caracteristicas dos isolados de
L. paracasei e, por isso, podem obter informacdes complementares na sua
tipificacdo. Os resultados demonstram que a combinacdo dos métodos é (til,

aumentando o poder discriminatério dos métodos de algumas cepas.
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6. CONCLUSOES

Esta série de trabalhos demonstra que:
* Os lactobacilos no biofilme dental aumentam em numero e diversidade de
espécies apOs exposicao a sacarose;
* Novos gendtipos de lactobacilos podem ser encontrados no biofilme dental
apos exposicao a sacarose ;
» Alguns lactobacilos que colonizam a cavidade bucal sdo também encontrados

em produtos alimenticios.
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ABSTRACT

The purpose of the present study was to determine the difference in composition and
genetic diversity of lactobacilli related to environmental changes in biofilm by
repetitive extragenic palindromic PCR (rep-PCR). The study involved an in situ
biofilm model with non-sucrose and sucrose phases with 11 subjects. Lactobacillus
colonies were randomly selected (n=222, 31 from non-sucrose and 191 from sucrose
period), subcultured in Rogosa Agar and identified using pheS/rpoA gene sequence
analysis. Lactobacilli species present in oral human biofilm were L. paracasei (n=75),
L.fermentum (n=72), L. rhamnosus (n=67), and L. gasseri (n=8). After the sucrose
phase, a higher number of lactobacilli could be found in dental biofilm (p=0.001). The
prevalence of L. fermentum was similar in the non-sucrose (6/11 subjects) compared
to the sucrose phase (8/11 subjects) (p=0.721). Prevalence of L. rhamnosus and L.
paracasei increased in biofilm from 2/11 to 8/11 subjects (p= 0.028) and from 2/11 to
7/11 subjects (p=0.012) after sucrose exposure, respectively. L. gasseri prevalence
was low in both phases (p=1.00). Lactobacilli exhibited greater species diversity (2 or
3 species per subject) in the sucrose phase, than those isolated from the non-
sucrose phase (0-2 species per subject). In most of the cases different genotypes
were present in the non-sucrose phase in comparison to the sucrose phase. The
present data showed an increase in the number, colonized surfaces, species and

genetic diversity in lactobacilli due to sucrose exposure.
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INTRODUCTION

Lactobacilli were considered the prime cariogenic microorganisms until, mutans
streptococci, were associated with caries [1, 2]. Today, lactobacilli are still considered
as potential contributors to caries development [3-5].

Dissolution of the enamel by bacterial acids is considered to be the primary event in
caries development [2]. Biofilm-mediated diseases result from imbalances in the
resident microbiota resulting from pathogens enrichment within the bacterial
community due to pH-driven disruption as a consequence of frequent consumption of
fermentable Carbohydrates [6, 7]. Caries is associated with increases in the
proportions of acidogenic and acid-tolerating bacteria such as mutans streptococci
and lactobacilli in biofilm [1]. Local stress, as a result to sucrose exposure, is able to
modify the biofilm characteristics by changing its microbial composition [4, 8],
biochemical profile [9, 10] and genotypic diversity [8, 11].

The maintenance of the bacteria best able to proliferate was expected as a result of a
less favourable environment in caries active biofilm [12]. Considering the whole
microbial community, a significantly greater diversity of oral bacteria in saliva of
caries-free individuals was found in comparison to caries-active individuals using
culturing and molecular approaches [11]. In this study, a portion of oral microbiota of
caries-active individuals was absent, suppressed, or replaced [11]. However, it is not
clear that specific genotypes of a cariogenic bacteria, such as Lactobacillus, could be
selected in the biofilm due to the stress induced by carbohydrates exposure [13].
Some investigations had studied the genotypic profile of lactobacilli in the oral cavity
[14-17]. In saliva of caries-active subjects, 2 to 8 distinct genotypes of lactobacilli
could be found [14]. In carious dentine, up to four lactobacilli genotypes were

recovered from a single caries lesion and different genotypes were recovered from
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different carious teeth in the same child with nursing caries [15]. In these studies, no
comparison with the lactobacilli genotypes in healthy sites was carried out [14, 15].

Understanding the role of specific bacterial species and subspecies is important for
creating a complete model of caries aetiology. Based on this fact, the purpose of the
present study was to determine if there was a difference in the composition and
genetic diversity of lactobacilli related to environmental changes in biofilm by rep-

PCR.
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MATERIAL AND METHODS

Ethics

The protocol of the current study was approved by the ethics committee of the
Faculty of Dentistry from the Federal University of Rio Grande do Sul (process

n°61/05). Informed and written consent was obtained from all individuals.

Sample preparation and Intraoral Procedures

The study involved an in situ biofilm model. Human enamel blocks were cut from
nonerupted third molars and fixed into a removable acrylic mandible appliance
leaving a 1 mm space for biofilm accumulation. The volunteers received instructions
to wear the appliances day and night and to remove them only during the meals and
oral hygiene. Eleven Brazilian dental students or dentists took part in this study (8
females, 3 males; age 20-32 yr). None of the subjects took any antibiotics before or
during the experiments. The participants were residents in a fluoridated water supply
area (0.7-1.0 ppmF’) and used fluoridated dentifrice. Biofilm accumulation was
performed: (a) without sucrose exposure by dropping sterile distilled water onto the
enamel blocks 8 times/day during 6 days; (b) with sucrose exposure by dropping
20% sucrose solution onto the enamel blocks 8 times/day during 28 days. The
appliances were removed from the mouth while providing the treatments. After each
experimental phase, a biofilm pool from left and right sides of the appliance was
collected, with the use of a sterile dental excavator. The subjects were identified by

uppercase letters A,C,D, F,L,M,N, O, R, Sand T.

Bacterial strains
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Biofilm collected was placed in 1 mL of Reduced Transport Fluid (RTF) [18]. Sterile
glass beads (3.5 - 4.5 mm in diameter) were added to each sample, which was
vortexed for 30s to disperse bacterial aggregates. The dispersed samples were
decimally diluted in RTF and 100 uL aliquots of appropriate dilutions were inoculated
onto Rogosa SL Agar (Himedia) at 37°C for 72 h employing the pour-plate technique
[19]. After incubation, up to 30 presumptive Lactobacillus spp. colonies were picked
at random from the Rogosa plates. Each isolate was Gram-stained, pure streaked
onto Rogosa medium and a single isolated colony was picked and pure-cultured
again. Stock cultures were stored in Brain Heart Infusion (BHI) (Difco) with 15% (v/v)

glycerol at -80°C.

Isolation of DNA, Genetic identification and Sequencing

To confirm that the isolates were Lactobacillus and to identify them, genomic DNA
was extracted by proteinase K method [20] and the extracts were stored at -20°C
prior to use. Polymerase chain reaction primers were used to amplify the genes a-
subunit of phenylalanyl-tRNA synthase (phes) or a-subunit of RNA polymerase
(rpoA) [21]. The pheS primers (pheS21F/pheS22R) were used first and if no
amplicon was obtained, the rpoA primers (rpoA21F/rpoA23R) were used [21]. PCR
products were visualized by electrophoresis on a 1% (w/v) agarose gel containing
GelRed™ (Biotium, Inc), cleaned and sequenced with phes or rpoA primers by the
use of the BigDye v3.0 (Applied Biosystems, Warrington, UK) as previously
described [20]. The cycling protocol and cleaning of sequencing reaction products
were executed as described in the manufacturer's protocols. Sequencing was
performed using an ABI 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems, Warrington, UK).

The sequences were manually corrected and edited using BioEdit software (version
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7.0.8, Ibis Biosciences, Isis Pharmaceuticals

[http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml]). The sequences were identified

using the National Center for Biotechnology Information (NCBI) database

(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST) by the standard nucleotide-nucleotide homology

search blast [22]. The isolates identified as Lactobacilli were stored at -80C for

genotyping.

REP-PCR genomic fingerprinting

The REP-PCR protocol used was adapted from Alam et al. (1999)[23]. The REP-
PCR oligonucleotide primers used in this study were REP1R (5’-1ll NCG NCG NCA
TCN GCC-3’) and REP2 (5-NCG NCT TAT CNG GCC TAC-3), where Nis A, G, C
and T [23]. The 25uL PCR volume consisted of 2,5 yL 10X buffer, 3,75 yL MgCl,
25mM, 1 uL dNTP (3,125 mM), 0,5 uL Tag DNA polymerase (AB-gene, Epsom, UK),
2,75 pL forward primer, 2,75 uL reverse primer, 3 yL de DNA extract and 8,75 uL
ultra high quality (UHQ) water. PCR amplifications were performed with a Flexigene
termocicler (Flexigene; Techne, Cambridge, United Kingdom). The thermal cycling
conditions were an initial denaturation at 95°C for 7 min, denaturation at 94°C for 30s,
annealing at 40°C for 1 min, extension at 65°C for 8 min, repeated for 32 cycles and
final extension at 65°C for 16 min [23]. A 17.5uL volume of each PCR sample was
eletrophoresed in a 2% (wt/vol) Metasieve agarose gel (Flowgene, Staffordshire,
England) for 2 h at a constant voltage of 100V in 1x TBE (Tris-borate-EDTA) buffer.
Each gel was run with three 1-Kb ladder (0 GEM DNA Marker, Promega), in three
separate lanes, and one negative control with sterile UHQ water in the last lane of the
gel. The REP-PCR profiles were visualized after staining with 5% GelRedTM

(Biotium, Inc) under ultraviolet light, followed by digital image capturing. The resulting
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fingerprints were analyzed by the GelCompare software package. Some strains,
which represent some recognized species of Lactobacillus, were included in the

REP-PCR analysis for comparison purposes (Table 1).

Statistical analysis

Non-parametric statistics were applied to compare lactobacillus spp. recovery after
the two experimental phases: two-way analysis of ranks (Friedman test) was followed
by Wilcoxon test for individual comparisons. The Wilcoxon test was applied to
compare the number of genotypes recovered prior and after sucrose exposure. The
Wilcoxon test was applied to compare the number of Lactobacilli recovered prior and
after sucrose exposure. The Wilcoxon test was applied to compare the number of
species of lactobacilli recovered prior and after sucrose exposure. The a-type error

was set at <0.05.

RESULTS

Composition of oral biofilm

A total of 222 lactobacilli were studied. A higher number of lactobacilli could be
isolated in dental biofilm after the sucrose phase (n=191), in comparison with non-
sucrose phase (n=31) (Wilcoxon, p=0.001). The lactobacilli species present in oral
human biofilm in both phases were L.paracasei (n=75), L.fermentum (n=72), L.
rhamnosus (n=67), and L. gasseri (n=8). The number of colonized biofilm per subject
(n=11) increased from 7 to 11 after the sucrose exposure. Subjects D, F, M, and S
were not colonized by lactobacilli in the beginning of the study but became colonized

after the environmental change by sucrose (Figure 1). The prevalence of
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L.fermentum was similar in the non-sucrose (6/11 subjects) compared to the sucrose
phase (8/11 subjects) (p=0.721) (Figure 2). Subject C harboured L.fermentum in the
non-sucrose phase but was not colonized by this specie after the sucrose exposure
(Table 2). The isolation of L. paracasei was related to a cariogenic environment as its
recovery from the sucrose phase (7/11 subjects, n=73 isolates) was more abundant
in relation to a non-cariogenic environment (2/11 subjects, n=2 isolates) (p=0.028)
(Figure 2). The prevalence of L. rhamnosus also increased in biofilm from 2/11 to
7/11 subjects colonized (p=0.012) after sucrose exposure. L. gasseri prevalence was
low in both phases (p=1.00) (Figure 3). Two subjects (Subjects R and T) had their
biofilm colonized by L. gasseri prior to sucrose exposure and, after the sucrose
exposure, only one subject (Subject T) remained colonized.

In the sucrose phase, the lactobacilli exhibited a greater species diversity than those
isolated from the non-sucrose phase. In most of the cases, multiple lactobacillus
species were isolated from the biofilm from the sucrose phase with 2 or 3 species per

subject, while from the non-sucrose phase 0-2 species were isolated (p=0.045)

Genetic diversity

The rep-PCR method gave complex PCR products, which enabled grouping of 235
lactobacilli (222 clinical isolates and 13 reference strains) into 103 groups. Each rep-
PCR profile was numbered from 1 to 103. The rep-PCR method was found to be
highly reproducible once the overall level of similarity of the DNA markers was
96.95%. Clinical isolates could be grouped in 90 rep-PCR profiles. The overall
similarity amongst all isolates (n=235) was 70.29%.

A single strain was related to a unique rep-PCR profile in 64 cases. In 39 cases more

than one strain (ranging from 2 to 15 strains) was present per rep-PCR cluster. In 19
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cases, strains from the same specie but from different subjects were clustered
together in the same rep-PCR profile. In 20 cases strains from the same specie and
from the same subject were cluster together by the rep-PCR.

All reference strains clearly grouped in separate clusters according to their respective
taxonomic designations. Distinct fingerprint pattern were observed amongst the 4
different lactobacilli species studied. The rep-PCR did not cluster lactobacilli from
different species in the same rep profile. A high discriminatory power up to species
level was found as all L.paracasei, L.fermentum, L. rhamnosus and L. gasseri could
be differentiated from each other for having less than 89% similarity. All clinical
isolates of L. paracasei could be sub-grouped in 25 rep-PCR profiles, L.fermentum in
36, L. rhamnosus in 27, and L. gasseri in 6.

The effect of the environmental changes in the genetic diversity of the isolates is
observed in Table 2. Different genotypes were present in both non-sucrose and
sucrose phases in the same subject. Only for Subject T, L.fermentum genotype 96
was present in both experimental phases.

Overall the number of recovered lactobacillus genotypes in biofilm varied from 0 to 14
and was more abundant in the sucrose phase (0.001). In Table 2 it is possible to
observe the number and types of genotypes recovered from 11 subjects categorized
by the 4 species found in the oral biofilm (n=44). In 2/44 cases lactobacilli were
present in the biofilm before the sucrose phase but disappeared after sucrose
exposure, 14/44 cases lactobacilli were recovered only after sucrose exposure, 18/44
had no lactobacilli either before or after the sucrose exposure.

However, in 10/44 cases the same lactobacilli specie was present in both
experimental phases: 1 case presented equal number of genotypes (subject C - L.

paracasei); 5 presented an increased genetic diversity (subject A - L. rhamnosus,
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subject R - L. paracasei, subject L - L. fermentum, subject N - L.rhamnosus, subject
T - L .gasseri) and 4 presented a decreased genetic diversity (subjects A, N, O, T - L.
fermentum) after sucrose exposure. The effect of the environmental changes in the
number of genotypes recovered in these cases showed no specific pattern being

maintained, suppressed or increased (Table 2).
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DISCUSSION

Genetic-based taxonomical methods are required for the correct species
identification and genotyping in lactobacilli. The decision to use repetitive extragenic
palindromic PCR (rep-PCR) DNA fingerprinting was based on the reported reliability
of the method to type Lactobacillus strains and to generate reproducible fingerprints
patterns [24]. Rep-PCR has been applied to lactobacilli from different human sources
and food showing good discriminatory power at species or strain level [15, 25, 26].
Other strain typing method considered was pulsed-field eletrophoresis (PFGE) which
has been shown to be more costly, labor-intensive and time-consuming [27, 28] than
rep-PCR. Multi locus sequencing typing (MLST) is also considered an alternative
typing method but had shown lower discriminatory power in comparison to rep-PCR
in L. paracasei (unpublished data) and it is impractical for large-scale epidemiological
studies [29]. For the purposes of this investigation, the rep-PCR was sufficiently
discriminatory and suitable for a large scale typing of Lactobacillus isolates. All
strains were typeable by this method.

This is the first study to present a longitudinal follow up of lactobacilli in oral biofilm
from the same oral site after an environmental change. In situ studies can give a
good insight on biofilm formation in the oral cavity. With this model, it is possible to
control the conditions in which the biofilm is being form in order to study its
composition from health to disease. This could not be done in patients for ethical
reasons.

In the present study, 4 different species of lactobacillus (L. paracasei, L. fermentum,
L. rhamnosus and L. gasseri) were present in the biofilm from 11 subjects. Other
studies have also identified lactobacillus at species level in dental biofilm and 5 to 6

species were identified per subject [33, 34]. However, in these studies identification
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was based on metabolic properties which are not necessarily reliable for lactobacillus
identification [35, 36]. In dentin lesions at least 3 different species or phylotypes of
lactobacilli were present in most of the samples [17]. In the present study, the
lactobacilli exhibited greater species diversity (2 or 3 species per subject) in the
sucrose phase, than those isolated from the non-sucrose phase (0-2 species per
subject). L. paracasei and L.rhamnosus were related to a cariogenic environment as
their recovery from the sucrose phase was more abundant in relation to a non-
cariogenic environment. This is in agreement with the literature where L. casei group
is associated with dental caries in different developmental stages [37]. The species
composition in oral biofilm was increased once the dental bioifilm is an open niche
that is susceptible to random contamination from salivary and dietary sources.

There is a variable number of lactobacillus genotypes recovered from different sites
in the human oral cavity [14, 15]. The number of lactobacillus genotypes recovered
from different patient with nursing caries lesions by ERIC-PCR varied from 1 to 7
[15]. In saliva, 2 to 8 distinct genotypes of lactobacilli were present in each subject
[14]. In this study, O to 14 genotypes were recovered from the oral biofilm. Although
distinct typing methods were used (ERIC-PCR, rep-PCR and restriction enzymes
DNA digestion) multiple genotypes were present in the oral cavity from different sites.
Lactobacilli genotypes from biofilm in the same subject tended to be distinct after
sucrose exposure. In this study only one genotype was recovered in both
experimental phases in the same subject. In another longitudinal study without
environmental changes, lactobacilli genotypes were compared in two distinct saliva
samples spaced by three months and it was possible to observe that in 2 out of 3
subjects (2 L.fermentum genotypes and 1 L.vaginalis genotype) the same genotype

was recovered showing a greater stability of genotypes in comparison to our data.
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Nevertheless, some lactobacilli genotypes from saliva also disappeared or new one
were acquired even without any supposed environmental change [30]. This was also
observed in nursing caries were different individual lesions also harboured different
genotypes of lactobacilli in the same child in the same time-point [15]. The presence
of different genotypes of lactobacilli after sucrose exposure in biofilm suggests that
synergistic and antagonistic interactions could count for this change in bacterial

profile within the cariogenic biofilm.

CONCLUSIONS
The present data showed an increase in colonized subjects, species and genetic

diversity in lactobacilli due to sucrose exposure.
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Table 1: Details of the Lactobacillus reference species and strains that were analysed

in this study from culture collections.

Other strain

Species name Strain number Source
numbers
. . ATCC 393,
Lactobacillus casei DSM 20011 NCDO 161 cheese
. ATCC
NCDO 1750
ATCC
Lactobacillus 33323,
gassefi DSM 20243 NCDO Human
2233, NCIB
11718
Lactobacillus
paracasei subsp. DSM 2649 - Silage
paracasei
Lactobacillus
paracasei subsp. DSM 4905 flTSC;E; Oral Cavity
paracasei
Lactobacillus ATCC
paracasei subsp. DSM 5622 25302, -
paracasei NCDO 151
Lactobacillus Human
paracasei su_bsp. DSM 8741 NCFB 2976 blood
paracasei
Lactobacillus Pasteurized
paracasei subsp. DSM 20012 NCDO 1974 milk
tolerans
Lactobacillus ATCC Pasteurized
paracasei subsp. DSM 20258 25599, milk
tolerans NCIB 9709
Lactobacilllus NCIB 6375,
thamnosus CCUG 214527 ATCC 7469 ]
Lactobacilllus
amNOSUS CCUG 27333 ATCC 7469 human
Lactobacilllus CCUG 27772 i Human
rhamnosus blood
ATCC Corn steep
Lactobacillus zeae DSM 20178 15820, liquor
RIA 482
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Table 2: Lactobacillus spp. genotypes (numbers 1 to 103) by rep-PCR recovered

from biofilm from a non-sucrose and sucrose phases in biofilm from 11 subjects.

Genotypes recovered from

Genotypes recovered from

Species
non-sucrose phase sucrose phase
L. paracasei
Subject A - 66, 80, 82
Subject C 99 55
Subject D - 50, 70, 79, 101
Subject F - 51, 66, 68, 75, 77, 78
Subject L - 4,70, 103
Subject M - 7, 8,58, 69, 72
Subject N - -
Subject O - -
Subject R 61 52,64, 71,
Subject S - -
Subject T - -
L.fermentum
Subject A 1,16, 25 62, 63
Subject C 27,16 -
Subject D - 88, 89, 90, 91, 92, 93, 97
Subject F - -
Subject L 13 1,91
Subject M - -
Subject N 1,57 16
Subject O 18, 25, 26 96
Subject R - 94, 95
Subject S - 1,11,12,13, 15,24
Subject T 5, 14, 15,17, 20, 21, 86, 96 6, 23, 85, 87, 96, 98
L.rhamnosus
Subject A 42 73,49
Subject C - -
Subject D - -
Subject F - 44
Subject L - -
Subject M - 22, 28, 39, 46
Subject N 22 30, 32, 40, 44, 46
Subject O ) 22,28, 32, 33, 34, 39, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 59
Subject R - 30, 31, 32, 35, 36, 46, 53
Subject S - 32, 33, 44, 100
Subject T - 30, 33, 39, 42, 56, 59
L.gasseri
Subject A - -
Subject C - -
Subject D - -
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Subject F
Subject L
Subject M
Subject N
Subject O
Subject R
Subject S
Subject T

2,19,
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Figure 1: Frequency distribution (%) of lactobacilli species found in the non-sucrose
and sucrose phases for each subject studied. Different initial letters identify different

subjects. Initial letters followed by the S letter identify the sucrose phase.
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Figure 2: Boxplot of Median and inter-quartile range (25-75%) of the number of

Lactobacillus spp. found in non-sucrose and sucrose phases (o= outliers and *=

extremes). L.paracasei (p=0.012), L.fermentum (p=0.721), L.rhamnosus (p=0.028)

and L.gasseri (p=1.00)
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ABSTRACT

Lactobacilli are membersof oral biofilm and human gut microflora. They aso isolated
from foods and widely used as probiotics. It hasnbsuggested that the oral lactobacilli are
likely exogenous and opportunists colonizers. We&ehavestigated this hypothesis by
isolating lactobacilli from a biofilm model, formad situ prior to and during a period of
exposure to 20% sucrose solution (28 days), usimgoBa Agar. The lactobacillus colonies
were randomly selected (n=222, 31 prior to and fb8@wing a sucrose exposure period) and
subcultured. The isolates were identified ugpg@Sor rpoA gene sequence analysis. Those
lactobacilli identified ad.actobacillus paracaseivere subjected to multi-locus sequencing
typing (MLST) analysis by determining partial seqoes of seven housekeeping gefuss\
ileS, lepA leuS pyrG, recA and recG. MLST is a highly discriminatory method for
determining the epidemiological relationship betwaaembers of the same species. An
increase recovery of lactobacilli after sucrosesghaompared to non-sucrose period was
observed. The predominant lactobacilli wéreparacaseiL. fermentumandL. rhamnosus
Seven subjects harbouredparacasein=75) and these represented 14 sequence types (ST
Comparison of the STs showed that unrelated sujaety harbour the same ST and that
individuals harbour multiple STs. Three subjectsbbared STs previously isolated from
dairy products. The present data support the hgsithithat some oral lactobacilli may be of

exogenous origin.
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INTRODUCTION

Dietary lactic acid bacteria (LAB) have been associated with only a few baatenfections

in severely immunocompromised subjects (3, 5, 3, 4AB are considered as non-
pathogenic organisms (2) with a very long recorgafe oral consumption. They are widely
used as starter strains in food and feed fermemtagchnology, but also for the probiotic
effect that certain species or strains may exenuimans or animals (23). Lactobacilli are able
to colonise the mouth (51), the urogenital (26) #m gastrointestinal tracts in humans (15,
27). It is well established that some LAB play #ical role in maintaining a balanced normal
microflora in the urogenital and the gastrointestinacts (7, 36). Certain lactobacillus strains
have already been used, for example, to preveta oeduce the incidence or recurrence of
urinary or digestive tract infections (7, 23, 36).

On the other hand lactobacilli found in the oral cavity have beessaciated with the
progression of dental caries (1, 25, 28, 35, 40, Fhese organisms are acidogenic and
aciduric (8, 43, 50, 51) and can be isolated frantal caries lesions (1, 28, 30). The number
of lactobacilli increases in oral biofilm in theidic oral environment necessary for tooth
demineralisation and carious lesion formation (43). Local retention factors, such as
carious lesions, are believed to favour their calation and proliferation (1). Increased
mechanical retention together with an ecologicakatage due to the often acidic conditions
prevailing in the carious lesion, may explain wlyigus lesions are the main oral habitat of
lactobacilli (50). For these reasons, lactobaeite considered secondary invaders and late
mediators of the caries process (46).

It had been suggestedhat lactobacilli found in the oral cavity may rm¢ members of the
normal indigenous biota of humans being derivedyerously from food (11). Previously it
been shown that enterococci found in food produtdy colonize intraoral sites including

carious lesions and unsealed necrotic root caddls However, there is no clear evidence
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that lactobacilli from food products are the souofeoral infection. There is only one case
reported in the literature of permanent oral caation by lactobacilli derived from
probiotics in humans and that was detected by petgse chain reaction (PCR) using
species-specific primers (53). In order to traaettlansmission and origin of oral lactobacilli
the use of molecular/genetic markers seems togreraising way forward (46). The reliable
identification of members of the genlactobacillusis not possible with conventional 16S
rRNA gene sequencing but pheS and rpoA sequence comparisons have sufficient
discriminatory power enabling the identificatiorctiabacilli (37). It is important to know if
there are phylogenetically distinct groups of lhetolli associated with dental caries in
humans and to detect their origin but this willaginthe use of molecular typing methods (11,
46). Multi-locus sequencing typing (MLST) is a highdiscriminatory and standardized
typing method used in the study of strain diversityintra-species level and population
genetics (29). This method enables bacterial iesl&t be typed and compared to available
nucleotide sequence data obtained at other lalby@at(l9). Therefore, the aim of the study
was to identify the predominant lactobacillus spscin dental biofilm, to determine the
genetic diversity and possible origin of the mosvalent specied,actobacillus paracasei,
by MLST.

MATERIAL AND METHODS

Ethics

The protocol of the current studywas approved by the ethics committee of the Faaiflt
Dentistry from the Federal University of Rio Grardte Sul (process n°61/05). Informed and
written consent was obtained from all individuals.

Sample preparation and Intraoral Procedures

The study involvedanin situ biofilm model. Human enamel blocks (3 x 3 x 2 mm@re cut

from nonerupted third molars and stored in 2% fddelayde solution, pH 7.0, for at least 30
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days (14). Four enamel blocks, obtained from thmestooth, were fixed into a removable
acrylic mandible appliance (two rights and two)lek 3 mm deep space was created in the
acrylic appliance, leaving a 1 mm space for biofdocumulation. The volunteers received
instructions to wear the appliances day and nigldtta remove them only during meal time
and oral hygiene procedures. Eleven Brazilian desitedents or dentists took part in this
study (8 females, 3 males; age 20-32 yr). The \ekns were healthy, showed normal
salivary flow, good oral hygiene and no active esriNone of the subjects took any
antibiotics before or during the experiments. Thetipipants were residents in a fluoridated
water supply area (0.7-1.0 ppmand used fluoridated dentifrice. Biofilm accuntida was
performed: (a) without sucrose exposure by dropsiegile distilled water onto the enamel
blocks 8 times/day for 6 days; (b) with sucrosecsxpe by dropping 20% sucrose solution
onto the enamel blocks 8 times/day for 28 days. apgliances were removed from the
mouth while applying the treatments. After eachezipental phase, the biofilm from left and
right sides of the appliance was collected withuke of a sterile dental excavator and pooled.
Bacterial strains

The biofilm collected was placed in 1 mL of Reduced Transport Fluid (R5). Sterile
glass beads (3.5 - 4.5 mm in diameter) were adolexh¢h sample, which was vortexed for
30s to disperse bacterial aggregates. The dispam®ples were decimally diluted in RTF
and 100uL aliquots of appropriate dilutions were inoculatedo Rogosa SL Agar (Himedia)
at 37°C for 72 h employing the pour-plate techniqé8). After incubation, up to 30
presumptiveLactobacillusspp colonies were picked at random from the Rogosteplaf
each subject from both the non-sucrose and sug@seds. Each isolate was Gram-stained
and sub-cultured to purity on Rogosa medium andedton Brain Heart Infusion (BHI)
(Difco) with 15% (v/v) glycerol at -70°C.

Isolation of DNA, Genetic identification and Seqeiag
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To confirm that the isolates wereactobacillus and to identify them, genomic DNA was
extracted by proteinase K method (31) and the etstravere stored at -20°C prior to use.
Polymerase chain reaction primers were used toigmpuhesor rpoA genes with thgheS
primers were used first and if no amplicon was ioletd, therpoA primers were used (38).
PCR products were visualized by electrophoresisaoi% (w/v) agarose gel containing
GelRed" (Biotium, Inc), cleaned and sequenced with theesanimers using BigDye v3.0
(Applied Biosystems, Warrington, UK) as previougiigscribed (31). The cleaning of
sequencing reaction products was executed as deddn the manufacturer. Sequencing was
performed using an ABI 3730xI DNA Analyzer (Appli@iosystems, Warrington, UK). The
sequences were manually corrected and edited W&wigdit software (version 7.0.8, Ibis

Biosciences, Isis Pharmaceuticalbttf://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.hifnl The

sequences were identified using the National CeioteBiotechnology Information (NCBI)

database http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASY by the standard nucleotide-nucleotide

homology search blast (4). The isolates identitisd.actobacilli were stored at -70°C for
genotyping.

MLST analysis

The most prevalent lactobacilliisolated were identified ak. paracaseiand these were
subjected to MLST. Genes were used for the MLSTyasa(Table 1) based on the results of
a previous study onLactobacillus casei(17). In order to provide a broader perspectivéa da
from the previous study (17) were included in theSW analysis of thé&. paracaseisolated

in this study. Partial sequences of seven housakgeagenesfusA, ileS, lepA, leuS, pyrG,
recA, and recGvere obtained for the 715 paracaseiisolates (Table 2). PCR conditions for
all amplification reaction were: 94°C for 5 min; 8Qcles at 94°C for 30s, 55°C for 30s, and
72°C for 30s; and final extension at 72°C for 5 nAmplicons were sequenced as described

above.
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MLST data analysis

Multiple sequence alignmentswere performed using BioEdit. Descriptive analysesh as
fragment size, mol % G+C content, dN/dS ratios (@hdS is the rate of synonymous
substitution per synonymous site, andiglthe rate of non-synonymous substitutions per non
synonymous site), number of polymorphic sites dledes, n (nucleotide diversity per sitef),
(average number of nucleotide difference per sat® Tajima’'s D were calculated using
DnaSP software (version 4.90.1; Barcelona Univergittp://www.ub.edu/dnasp/]). Allele
numbers and ST were assigned by using the MLST iteebsww.pasteur.fr/mist). Novel
allelic sequences (with at least one nucleotidieidifice) were assigned consecutive numbers
above those in the existing paracaseiallele sequences. On the basis of their allelafiler
isolates were assigned to an ST which had already bescribed or to a new ST if the allelic
profile was novel.

To assess the probabilityof recombination the allele sequences for eachsl@nd for the
concatenated sequences were analysed using phoanéh implemented in the SplitsTree
decomposition method (http;//www.splitstree.org24). Additionally we applied the
algorithms  employed in the Recombination DetectiorProgram  (RDP)
(http;//Darwin.uvigo.es/ddp/rdphtml)(33, 34) to eet evidence of recombination. Evidence
for recombination was also sought by the conswuactof Maximum-likelihood (ML)
phylogenetic trees using PAUP [version 4 beta 2@)]( ML trees for each of the 7 genes
were computed and compared using the Shimodairagdas (S-H) test to identify
significant differences between the tree topologierences in log likelihoodA-In L). In a
clonal population each phylogenetic tree shouladdomegruent and there should no significant
differences in likelihood (12, 20). To assess tkiemt of congruence among the ML trees,

randomisation tests were performed (22), in whiehA—In L values for each of the 7 genes
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were compared to the equivalent values compute®®r random trees created from each
gene.

ClonalFrame software (version 1.0, Department of Statistics, Universidf Warwick
[http://bacteria.stats.ox.ac.uk]) was used to aeitee recombination/mutation (r/m) rate lof
paracaseiand clonal relationships between STs, by generaif0% majority-rule consensus
tree from six program running repetitions (18, 52).

RESULTS

Species identification using phes/rpoA genes

A total of 222 lactobacilli were identified and of these 31 were from the socrose
exposure period and 191 from the sucrose exposriedd The gen@heSwas amplified in
almost all study strains, except for some straiusssquently identified as. rhamnosudy
rpoA gene sequencing. Strains that haghaS/rpoAsequence similar to that of ATCC 334
will be referred ad.. paracasei The predominant lactobacilli wele paracasei(n=75),
L.fermentun{n=72),L. rhamnosugn=67), and.. gasser{n=8).

Descriptive analysis of L. paracasei MLST

All L. paracase identified from 7 subjects, from both experimental phasese subjected to
MLST analysis and combined with those reported ipresty by Diancouret al. (2007) (17).
The characteristics of the housekeeping genes msemed in the Table 1. The GC
percentage observed in all alleles range betweeéhat@l 50.4 and was close to the mean GC
percent value (46.6) of the complete genome ofrs#d@CC 334. The number of alleles per
gene ranged from 4yrG) to 14 (euS. The number of polymorphic sites per gene ranged
from 3 yrG) to 21 (euS. The nucleotide diversity per site)(and6 (average number of
nucleotide difference per site) of each of the G leere very low indicating low levels of
diversity. The dN/dS ratios were much < 1 for ebdus, indicating selection against amino

acid changes and excluding strong positive sele@gainst the observed allelic diversity, as
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is typically observed for housekeeping genes. Twoeg kepA andleu§ showed positive
Tajima’s D value, indicating potential balancingeston in these genes, which was
consistent with higher number of polymorphism (I#l 21) respectively (Table 1). There
was no significant (P>0.05) evidence of intragemécombination in any of the 7
housekeeping genes when examined using the progsdtinia RDP. However, a combined
split graph based on a distance matrix of pairvdstances of all alleles in the seven loci
using the NeighborNet method in Splitstree4.0 @igptl a network-like structure indicative
of the presence of significant incompatibilitieshiRest, p = 5.22 x 1f) resulting from
recombination (Fig. 1). The r/m ratio was 2.66 wWiPo credibility region of 1.47-4.37 and
the S-H test for congruence demonstrated that &lltides generated for each individual
MLST loci were significantly incongruent (Table @pd comparison of tha-InL values for
individual ML trees indicated that these were nigingicantly difference from randomly
generated trees.

Here we identified 14 STs amongst the 75 study isolates. ST 33 an84SEpresented new
combinations of existing alleles (17) but ST 35wire identified which included a variable
number of new alleles not previously identified i§lea3). Comparison of the STs showed that
unrelated subjects may harbour the same ST andnithiatduals may harbour multiple STs.
Thus ST 40 was dominant among our 75 study stizingg isolated from subjects A, C and
F. Other STs isolated from more than one subjece 8333 (Subject M and R) and ST 41
(subject F and A) and the number of STs per subyastvariable: 5 (Subject R), 3 (Subjects
L and F) and 2 genotypes (Subjects A, C, D, M) (@&).

Five subjects harbourL. paracaseionly in the sucrose phase (A, D, F, L, M) whileotw
subjects (C, R) were colonized in both non-sucrasé sucrose phases. The paracasei
found in the non-sucrose phase (Subject C and fierell from thelL .paracaseifrom the

sucrose phase in the same subjects. Three sufffed®s D) harboured STs (ST 9 and ST 16)
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which had previously been described as being Bsodldtom human foods products (17)
(Table 3).

In order to evaluate the relationship between STs, an allelic profieded dendogram was
constructed using ClonalFrame and 4 distinct ctasteere discernible (Fig. 2). Thie.
paracaseistrains isolated from human sources and thosatesblfrom dairy foods were

dispersed throughout the tree.

DISCUSSION

Lactobacilli comprise a small fraction of the dental biofilm microbigl). Previousn situ
study showed an increase recovery of lactobaditérasucrose phase compared to non-
sucrose period (13). Sucrose exposure createsvaiomemental stress in the oral biofilm that
leads to the selection of aciduric bacteria beks &bproliferate in this particular environment
(50) which would explain the higher number of ldztoilli recovered from the sucrose phase
biofilm.

The recA genesequence has been used previously for the ideattdn of lactobacilli (21,
49). However, in a recent study some lactobaqgikcses could not be correctly identified
usingrecAsequence comparison (17). In the present study paracasercould be identified
as such usingheS/rpoAsequence comparison but not all could be identitisshg pheS
sequence comparisons and these were identified ysaA sequencing. Our data confirm that
pheS/rpoAgene sequences are a reliable phylogenetic maokdadtobacilli as previously
shown (37) though more recently it has been sugddbatgroEL may also be a good species
marker (6).

The taxonomic statusof the L. caseigroup’, comprisingd.. zeae, L. casei, L. paracasad

L. rhamnosushas been under debate (16). However, the deaitre Judicial Commission

in 2008 rejects Dellaglio’s proposal (16) and afisr that (a) typification otactobacillus
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caseiis based on ATCC 393 and; (b) ATCC 393 and ATC@ 3B members of distinct
species (47). The strains subjected to MLST hedgphaSsequences similar to that of ATCC
334 and are therefore referred lasparacaseiwhich is also the correct designation of the
strains studied by Diancourt et al (17). In thesprg study a sequence-based multilocus
analysis of housekeeping genes has been used ltoreeipe relationship among the prevalent
species of lactobacilliound in dental biofilm. MLST has been successfulyed for strain
tracking and population biology research in thecaseigroup (17). Advantages in regard to
reliability and reproducibility, as well as the e@mience of data comparison between
laboratories with this technique have solved sonfiethe problems associated with
conventional gel-based typing approaches. Furthermevolutionary relationships among
various lactobacilli populations could be observédis is the first known study to apply
MLST to reveal the genetic diversity and possibigin of L. paracaseisolated from dental
biofilm. Multiple STs (range 2-5) per subject we@mresent. Two STs (ST 41 and ST 40) were
present in unrelated subjects. Other studies had edported the presence of variable
genotypes of.actobacillusfrom carious dentine (32) and saliva (11). In @asi dentine, 1 to

4 genotypes ofl'. caseicould be detectednterestingly, different sites from the same sabje
harboured distinct genotypes (32) and common geestycould be found in unrelated
subjects. In saliva, an average of 5 genotypdsaofobacillusper subject (range 2-11) were
observed and no common genotypes could be foundgsubjects (11). The variation in the
number and distribution of genotypes presentecectsl the differences in the molecular
typing methods employed in these studies: ERIC-PE2R RFLP (11) and MLST.

The L. paracase isolated from the non-sucrose phase were different fromLthparacasei
isolated from sucrose phase in the same subjecdhwhiay be explained by the inability of
the initial colonizing strain to survive in a stséd environment established upon exposure to

sucrose. Three subjects harbored STs previoudtéesbfrom dairy products in Europe (17).
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These data support the hypothesis that food predraild act as a reservoir of lactobacilli
which colonize the human oral cavity (11). Apadnir the present data only one other study
has shown a permanent oral colonization by lacibb¢i3). In that studyl. rhamnosus GG
was isolated from a woman with history of a proigiahilk consumption since childhood
(53). Lactobacilli from human and dairy sources evdispersed throughout the dendogram
and suggests that isolates with different STs lsas@mmon ancestor strain (29).
Phylogenetic analysisof MLST data by split decomposition analysis iraded intra-species
recombination (Phi test, p = 5.22 x%0n theL. paracasepopulation analysed in this study.
A clear evidence for homologous recombination dythre diversification of ‘L. casei’ clones
had been previously observed (10, 17) and this eaadirmed here with the additional
determination of the r/m ratio which indicated tmatombination was the main driver of
diversification. However, in one study the reconalbion was related to niche specificity and
the strains from silage and cheese could be groumpedifferent clusters in the MLST
phylogeny tree (10). The. paracaseipopulation analysed in the present study demaestra
some level of genotypic diversity that was not #pedo the different ecological niches,
human or food.

From the available data it is not possible to state that all lactobagiiesent in the oral
cavity are exogenous colonizers (11) but the ptedgata support the hypothesis tHat

paracaseimay have an exogenous origin.
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FIGURE LEGENDS

FIG. 1. Dendrogram constructed from the concatehségjuences of the 7 loci, showing the
networked relationship between all isolates. Thda ®st of recombination did find
statistically significant evidence for recombinatigp =5.22 x 10).

FIG. 2. Dendogram of the concatenated sequencédanfi of Lactobacillus paracaseiThe
numbering refers to the STs; STs 1-32 were repdijeDiancourtet al (15) and STs 33-44
were identified in the present study. STs isoldtedh human sources are markedhose
from dairy and food sources are markedand those isolated from both human and food

sources are mark®.
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Table 1. Characteristics of housekeeping genenotuded in thd.. paracaseMLST scheme

based on the combined data of the present studbjrend Diancouret al (17) data (n=52).

Size G+C Polymorphic Tajima’'s
Gene Alleles T 0 dN/dS

(bp) (mMol%) sites D
fusA 663 49.4 9 8 0.00310 0.00242.034 -1.70921
ileS 360 46.9 12 11 0.00728 0.0066®.106 -0.73996
lepA 549 50.4 13 14 0.00682 0.00509.079 0.02913
leuS 642 48.4 14 21 0.00688 0.00649.089 0.37442
pyrG 345 46.9 4 3 0.00435 0.00176.148 -0.19469
recA 315 48.0 6 6 0.00635 0.0038®.161 -1.02551
recG 342 48.5 10 14 0.01124 0.00818.017 -0.17992
dN/dS = Mean non-synonymous substitutions per mnmaorsymous site (dN)/Mean

synonymous substitutions per synonymous site (@S)nucleotide diversity per site afd=

average number of nucleotide difference per site.
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Table 2. Tests for congruence amangparacaseML gene trees

and random trees.

Locus - InL A-InL A-InL of random trees
fusA 979.312 69.406 — 76.946 60.176 — 77.888
ileS 587.394 51.148 — 89.128 67.974 — 91.232
lepA 881.891 63.512 - 110.261 88.153 — 116.557
leuS 1046.010 147.011 — 272.294 215.342 — 280.560
pyrG 497.204 2.980 — 4.638 1.888 — 4.802
recA 477.317 12.700 — 15.743 8.475 -16.034
recG 582.620 100.070 — 213.692 153.945 — 223.997

(with p<0.05 for alInL values)
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Table 3. Allelic profile and ST of the. paracasestrains (n=75)

analysed in the present study. STs 1-32 were regdnt Diancouréet al

(17) and STs 33-44 were identified in the presamdys

No. of Allele
Subject ST
isolates fusA ileS lepA leuS pyrG recA recG

RS 1 4 2 3 3 1 1 3 9
C 1 4 2 3 3 1 1 3 9
DS 2 4 5 6 6 1 1 5 16
MS 2 1 2 1 1 1 1 2 3
RS 1 1 2 1 1 1 1 2 33

R 1 1 3 7 5 1 1 2 34
LS 16 4 2 3 13* 1 o* 3 35
LS 1 4 2 3 13* 1 1 3 36
DS 1 4 2 3 13* 4* o* 3 37
LS 1 4 2 12 13* 1 o* 3 38
FS 1 4 10 11 14~ 1 1 9 39
AS 9 4 10+ 11 14~ 4* 1 9 40
CS 1 4 10 11 14~ 4* 1 9 40
FS 18 4 10 11 14~ 4* 1 9 40
AS 2 4 11~ 11 14~ 4* 1 9 41
FS 2 4 11 11 14~ 4* 1 9 41
MS 10 4 12*  13* 6 1 6* 5 42
RS 1 9* 8 7 8 1 1 10* 43
RS 4 9* 8 7 8 1 1 1 44
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®Different initial letters identify different subjex and initial letters
followed by the S letter identify the sucrose phaew alleles are

marked with an asterisk.
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Abstract

Seventy five isolates of L.paracasei recovered from human dental biofilm
formed in situ from 7 subjects were typed by repetitive-element PCR (REP-PCR) and
characterized by means of multilocus sequence typing (MLST) by partial sequencing
of seven housekeeping genes (fusA, ileS, lepA, leuS, pyrG, recA e recG). In this
study, a comparison of these subtyping methods was used to distinguish isolates
from human source. There were mixed results among REP-PCR patterns compared
with the MLST. Different numbers of patterns were obtained for L.paracasei
according to the molecular technique used (14 MLST versus 25 REP-PCR patterns).
For some strains, REP-PCR was more discriminatory than MLST. In other cases,
strains belonging to different sequence types (ST) by MLST were grouped together
by REP-PCR, showing that MLST was more discriminatory than REP-PCR. In few
cases MLST and REP-PCR presented the same discriminatory power. Differences in
the results between the typing methods, MLST and REP-PCR, are likely dependent
on the way that genetic diversity is measured. REP-PCR and MLST are considered
reliable tools for identifying and discriminating clonal groups among lactobacillus
strains. However, REP-PCR showed a greater discriminatory power in comparison to
MLST, but little agreement was observed between this two methods. Therefore,
MLST could enhance the genetic diversity obtained by REP-PCR. The combination
of MLST and REP-PCR increased the discriminatory power in detecting the genetic

diversity of L. paracasei.
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Introduction

Lactobacilli comprise a diverse group of Gram-positive, rod-shaped,
facultatively anaerobic, catalase-negative and lactic acid bacteria [1, 2]. They are
widely distributed in nature, with different ecological habitats as plants, foods and
animals [2]. Lactobacilli are medically and industrially important bacteria with
pathological or beneficial effects for the host [3-7].

Molecular typing is crucial to show the relations of closely related strains, once
fermentation profiles are not useful for identification purpose of the lactobacilli [2]. A
method suitable for classification and identification of lactobacilli should be based on
genetic profile [2]. Different methods have been used for lactobacilli genotyping
including ribotyping [8], random amplified polymorphic DNA-PCR [9-11], pulsed-field
gel electrophoresis [12, 13], microarrays [14], REP-PCR [15] and MLST [16-18]. Any
method pertaining to assign isolates to types must clearly provide enough information
to distinguish one type from another, but without being so discriminatory that every
isolate is unique [19]. The repetitive-element PCR (REP-PCR) technique is a good
method for rapid bacterial genotyping that relies on the amplification of repetitive
sequences dispersed in bacterial chromosome [20]. This method is quick,
reproducible and cost-effective and very useful for epidemiological studies where
large number of bacterial isolates are characterized [21, 22]. REP-PCR is a reliable
technique to type lactobacilli and to generate reproducible fingerprinting patterns [22].
However, analyses of REP-PCR data can represent some difficulties due to the
complexity of electrophoretic patterns and subjectivity in selection of analytical
parameters [21]. When 61 reference strains of lactobacilli were subjected to REP-
PCR, they could be differentiated from each other on the basis of at least one band

difference in their REP-PCR profile [22]. REP-PCR enabled L. paracasei isolates
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(n=48) from food to be sub-grouped in two different groups [23]. Regarding
lactobacilli, REP-PCR could be successfully used for differentiation at species and
subspecies level. On the other hand, Multilocus Sequence typing (MLST) is a high
discriminatory method based on partial sequence of housekeeping genes [24]. MLST
have been highly successful for characterizing bacterial genetic variation and for
developing evolutionary frameworks that interpret this diversity [25]. MLST is suitable
for studies with small number of bacterial isolates, but impractical for large-scale
epidemiological studies [21]. MLST discriminatory power can vary according to the
bacteria specie and genes that are being studied [19]. MLST data is a portable
technique that enables comparison of the genetic profiles of isolates obtained
anywhere in the word [24]. MLST have been used to type lactobacilli with good
discriminatory ability [16-18, 26]. So far, at least two MLST schemes were developed
to differentiate L.casei/paracasei [17, 18]. The same MLST scheme used by
Diancourt et al. (2007) [17] was applied in the analysis of L.paracasei (n=75) from
human dental biofilm (Parolo et al. article 1) and revealed 14 sequence types.
Genotypic and phenotypic methods, including REP-PCR, PFGE, MLST,
antimicrobial susceptibility profiling and plasmid profiling, were used to distinguish
isolates of Salmonella enterica serovar Typhimurium from different sources [27]. In
this study, no correlation was evident between the results of one molecular method
and those of the others [27]. The lack of correlation amongst typing methods is also
observed when PFGE, MLST and REP-PCR were tested for Escherichia coli
0157:H7 [28]. Some authors suggest that a combination of multiple methods is
needed to differentiate isolates that genetically cluster according to one particular

typing method [27, 28]. Therefore, the capacity of REP-PCR to determine the genetic
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relatedness of L. paracasei strains and to identify clonal groups in comparison to a

multilocus sequence typing (MLST) scheme was evaluated.

Material and Methods
Ethics

The protocol of the current study was approved by the ethics committee of the
Faculty of Dentistry from the Federal University of Rio Grande do Sul (process

n°61/05). Informed and written consent was obtained from all individuals.

Bacterial strains

The study involved an in situ biofilm model. Human enamel blocks (3 x 3 x 2
mm) were cut from nonerupted third molars and stored in 2% formaldehyde solution,
pH 7.0, for at least 30 days [29]. Four enamel blocks, obtained from the same tooth,
were fixed into a removable acrylic mandible appliance (two rights and two left). A 3
mm deep space was created in the acrylic appliance, leaving a 1 mm space for
biofilm accumulation. The volunteers received instructions to wear the appliances day
and night and to remove them only during meal time and oral hygiene procedures.
Brazilian dental students or dentists took part in this study. The volunteers were
healthy, showed normal salivary flow, good oral hygiene and no active caries. None
of the subjects took any antibiotics before or during the experiments. The participants
were residents in a fluoridated water supply area (0.7-1.0 ppmF’) and used
fluoridated dentifrice. Biofilm accumulation was performed: (a) without sucrose
exposure by dropping sterile distilled water onto the enamel blocks 8 times/day for 6
days; (b) with sucrose exposure by dropping 20% sucrose solution onto the enamel

blocks 8 times/day for 28 days. The appliances were removed from the mouth while
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applying the treatments. After each experimental phase, the biofilm from left and right
sides of the appliance was collected with the use of a sterile dental excavator and
pooled. The biofilm collected was placed in 1 mL of Reduced Transport Fluid (RTF)
[30]. Sterile glass beads (3.5 - 4.5 mm in diameter) were added to each sample,
which was vortexed for 30s to disperse bacterial aggregates. The dispersed samples
were decimally diluted in RTF and 100 pL aliquots of appropriate dilutions were
inoculated onto Rogosa SL Agar (Himedia) at 37°C for 72 h employing the pour-plate
technique [31]. After incubation, up to 30 presumptive Lactobacillus spp. colonies
were picked at random from the Rogosa plates of each subject from both the non-
sucrose and sucrose periods. Each isolate was Gram-stained and sub-cultured to
purity on Rogosa medium and stored in Brain Heart Infusion (BHI) (Difco) with 15%

(v/v) glycerol at -70°C.

REP-PCR

Template DNA was prepared by proteinase K method as described previously
[32]. For REP-PCR analysis products were generated with primers REP1R (5'-llI
NCG NCG NCA TCN GCC -3’) e REP2 (5-NCG NCT TAT CNG GCC TAC -3")[33].
REP-PCR reactions were performed in 25 yL volumes containing 2.5 yL 10X buffer,
3.75 pL MgCl, 25mM, 1 uL dNTP (3,125 mM), 0,5 yL Taq polimerase (AB-gene,
Epsom, UK), 2.75 yL of REP1R, 2.75 pyL of REP2, 3 pyL DNA extract and 8.75 pL
sterile ultra high quality water (UHQ). The samples were amplified in Flexigene
termocicler (Flexigene; Techne, Cambridge, United Kingdom) programmed as
follows: initial denaturation at 95°C for 7 min, denaturation at 94°C for 30s, annealing
at 40°C for 60s, extension at 65°C for 8 min, repeated for 32 cycles and final

extension at 65°C for 16min [33]. Reaction products were separated in 2%
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Metaphor/metasieve agarose gels (20 by 25cm) containing 0.5 pg of GelRedTM
(Biotium, Inc) per mL. Following separation at 100V for 120 min in Tris-borate-EDTA
(TBE) buffer, the DNA bands were visualized by UV transilumination. To all samples,
3 uL of tracking dye was added and a molecular size marker was included in all gels
in three separate lanes, to facilitate comparison of tracks between gels [33]. REP-
PCR results were analyzed using gelCompar IlI, and banding patterns were
compared using Dice coefficients with a 5% band position tolerance. Isolate
relatedness was determined by using the unweighted-pair group method using
average linkages (UPGMA), and a dendogram was prepared to display their
associations. The REP-PCR type complex (repTC) was determined on an average
similarity threshold of 89% between REP-PCR types.
MLST

L. paracasei were subjected to MLST analysis. Partial sequences of seven
housekeeping genes fusA, ileS, lepA, leuS, pyrG, recA, and recG were obtained for
the 75 L. paracasei isolates. Genes used for the MLST were based on the results of
a previous study on “Lactobacillus casei” [17]. PCR conditions for all amplification
reaction were: 94°C for 5 min; 30 cycles at 94°C for 30s, 55°C for 30s, and 72°C for
30s; and final extension at 72°C for 5 min. Amplicons were sequenced as previously

described [32] .

Results

The REP-PCR dendrogram clustered L. paracasei in 25 groups that were
named with lowercase letters from a to z (Figure 1). Nine groupings of isolates based
on REP-PCR (a, d, h, j, k, I, n, r and s) included variable number of isolates ranging

from two to fifteen on each of them. The two largest groupings of isolates were REP-
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PCR patterns j (n=15) and | (n=9). Sixteen L.paracasei strains possessed unique
REP-PCR patterns with less than 89% similarities in comparison to the other strains
(b,c,e f,g,I,mo,p,q,tuvVv,XY,2z) (Figure 1). The same REP-PCR pattern (j and
l) was shared by strains from different subject/origin. In all other groups, REP-PCR
patterns were able to group strains from the same subject/origin (Figurel).

For MLST, partial sequencing of seven housekeeping genes revealed 14
sequence types (STs). STs 35 (n=16) and 40 (n=28) were the most prevalent ones.
Other STs presented different number of isolates: STs 9 and 16 (n=2), ST 33 (n=3),
STs 41 and 44 (n=4), ST 42 (n=10). Some STs (34, 36, 37, 38, 39, and 43) had just
one representative isolate of L.paracasei (Figure 1).

Different numbers of genotypes were obtained for the 75 L.paracasei
according to the molecular typing used (14 MLST versus 25 REP-PCR patterns)
(Figure 1). There were examples of REP-PCR being more discriminatory than MLST.
REP-PCR could individualize different subgroups amongst the MLST profiles. Strains
with the same MLST profile presented different repTC patterns ranging from 2 to 8
subgroups. It was possible to observe that ST 9 was subdivided in repTC g and X,
ST16inrepTCoandy, ST 33 inrepTCsandm, ST 35inrepTCd, e and |, ST 42 in
repTC i, k, r, u and St 40 in repTC a, b, ¢, f, h, J, t, v (Figure 1). On the other hand,
there were also examples of MLST being more discriminatory than REP-PCR.
Strains belonging to different STs were grouped together by REP-PCR: STs 37 and
35 (repTC 1), 38 and 35 (repTC d), 39 and 40 (repTC a), 41 and 40 (repTC j) 43 and
44 (repTC n) could not be distinguishable from each other (Figure 1). Figure 2
exemplifies one of those cases were MLST was more discriminatory than REP-PCR.
In this figure, strains belonging to different STs (35 and 37) could not be

distinguished by REP-PCR (repTC |) pair comparison, showing 97.62% similarity.
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MLST and REP-PCR showed correspondence in 2 cases. For ST 34 and 36, only
strains belonging to the same MLST profile were present in a REP-PCR cluster
showing an agreement between the sequencing typing and the REP-PCR (Figure 1).
ST 34 was related to repTC g and ST 36 was related to repTC z, respectively. When
both genotypic methods are combined instead of 25 genotypes (by REP-PCR) or 14
genotypes (by MLST) it would be possible to identify 30 different genotypes of L.

paracasei amongst the 75 isolates.

Discussion

Genotypic techniques are necessary for identification and typification of
lactobacilli [34-36]. In this study, fingerprinting based on REP-PCR and MLST were
used to distinguish L. paracasei from oral biofilm formed in situ from 7 subjects.

There were mixed results among REP-PCR patterns compared with the MLST
STs. REP-PCR showed a greater discriminatory power in comparison to MLST once
25 versus 14 genotypes were identified, but little agreement was observed between
these two methods. In the study of Campylobacter jejuni rep-PCR (combination of
REP-, ERIC- and BOX-PCR) also showed a greater discriminatory power than PFGE
and MLST [37]. The differences in the results between typing methods are likely
dependent on the way that genetic diversity is measured [27]. In REP-PCR,
interspersed repetitive DNA elements serve as primer sites for genomic DNA
amplification [20]. REP sequences are located in distinct intergenic positions all
around the chromosome. REP-PCR leads to the selective amplification of distinct
genomic regions located between REP sequences. Amplified bands are size
fractionated through a gel matrix to yield fingerprint patterns [38] and function as a

signature for specific bacterial strains. MLST, on the other hand, relates bacteria
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according to the variability in the sequences of particular housekeeping genes due to
mutation or recombination. Housekeeping genes are most often sequenced because
they are present in all isolates and are not subject to strong selective pressures that
can lead to rapid sequence changes. Therefore, since MLST is a typing method that
targets the core genome it is more useful for long-term epidemiology [24], even
though it was not as good as REP-PCR in reflecting minor changes in the genome of
L. paracasei. Some authors had used the MLST method as a “gold standard” to
optimize the analytical parameters for REP-PCR in Escherichia coli isolates [21].
However, when REP-PCR, MLST, PFGE, plasmid profile and susceptibility profiles
were compared for differentiating Salmonella enterica the first three methods
demonstrated the best discriminatory power among the isolates [27]. However, no
apparent correlation was evident between the results of one molecular typing method
and those of the other. For some strains, PFGE was more discriminatory than MLST
and for others REP-PCR was more discriminatory than PFGE [27]. In other study
with lactobacilli, PFGE was also able to discriminate all strains, including those that
could not be separated by MLST [18]. Although, overall, there was a high degree of
concordance between MLST and REP-PCR in the study of Streptococcus oralis, in
one subject the same REP-PCR was associated with different STs and also different
REP-PCR pattern were present from the same ST-21 [39]. In Escherichia coli
meningitis strains MLST had a poor resolving power in discriminating the
phylogenetic group A strains since the same ST (ST10) could be subdivided in 10
rep-PCR complexes [40]. In MLST, isolates exhibiting similar or identical MLST
genotypes are very closely related, having descended from a recent common
ancestor. Therefore, It doesn’'t mean that strains belonging to the same STs can not

be different in other clinical relevant characteristics that could be encoded on
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accessory genes or elements [19]. In this study, MLST and REP-PCR showed
different characteristics of the isolates and, therefore, both of them can give
complementary information on the diversity screening of the isolates. The results
demonstrate that the use of a combination of methods could increase the

discriminatory power for some strains.

Conclusion

REP-PCR and MLST are considered reliable tools for identifying and discriminating
clonal groups among lactobacillus strains. However, REP-PCR showed a greater
discriminatory power in comparison to MLST, but little agreement was observed
between this two methods. Therefore, MLST could enhance the genetic diversity
obtained by REP-PCR. The combination of MLST and REP-PCR increased the

genetic diversity of L. paracasei.
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