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Santos ACC. Prevaléncia, viruléncia e sensibilidade as terapias
antimicrobianas das cepas de Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium isoladas de infec¢cbes endoddnticas [dissertacdo].Sdo José dos
Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2014.

RESUMO

Enterococcus faecium se tornou um dos mais temidos micro-organismos
em infeccbes hospitalares, por apresentar maior facilidade em adquirir
resisténcia aos antibidticos do que E. faecalis. Entretanto, faltam estudos
voltados para o isolamento e identificagcdo de E. faecium na cavidade
bucal. Os objetivos deste trabalho foram isolar e identificar E. faecalis e E.
faecium em canais radiculares com infeccbes endodonticas e comparar
as cepas de E. faecalis e E. faecium em relagdo a sensibilidade aos
antibiéticos convencionais e a terapia fotodindmica antimicrobiana (PDT).
Além disso, essas espécies foram comparadas quanto a viruléncia in vivo,
utilizando o modelo de infeccao experimental de Galleria mellonella. As
cepas de E. faecalis e E. faecium isoladas de canais radiculares foram
identificadas pelo sistema Rapid ID 32 Strep e PCR multiplex. Todos os
isolados identificados como E. faecalis e E. faecium, foram testadas
quanto a sensibilidade aos antibidticos pelo método E-test para
determinacdo da concentragdo inibitéria minima (MIC). A seguir, foram
selecionadas algumas cepas de E. faecalis e E. faecium sensiveis e
resistentes aos antibidticos de uso clinico na odontologia para testes de
sensibilidade in vitro a terapia fotodinamica antimicrobiana. A viruléncia
das cepas de E. faecalis e E. faecium foram testadas in vivo no modelo de
infeccdo experimental de G. mellonella por meio da analise da curva de
sobrevivéncia das larvas e quantificacdo de UFC/mL de células
bacterianas presentes na hemolinfa desses animais. Os dados de
UFC/mL obtidos na terapia fotodindmica e na infeccdo em G. mellonella
foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey. Os dados
obtidos na curva de sobrevivéncia de G. mellonella foram analisados pelo
meétodo de Log-rank. Foram realizadas coletas de 38 canais radiculares
de diferentes pacientes, sendo que 22 apresentaram culturas positivas
para Enterococcus spp. (58%). Desses pacientes, todos apresentaram E.
faecalis e apenas 2 tinham infecgdes mistas por E. faecalis e E. faecium.
Foram encontrados 6 isolados (27%) de E. faecalis resistentes aos
antibidticos, sendo 3 resistentes a tetraciclina, 2 a ciprofloxacina e 1 a
azitromicina. Os isolados de E. faecium nao apresentaram resisténcia aos
antibidticos testados. Todos os isolados de E. faecalis e E. faecium
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testados foram sensiveis a terapia fotodinamica com redugdo microbiana
de 95 a 99%. Tanto para E. faecalis como para E. faecium, a viruléncia
em G. mellonella foi dependente das cepas estudadas. Concluiu-se que
E. faecium apresentam baixa prevaléncia em infec¢gdes endoddnticas,
sendo seus isolados sensiveis aos antibidticos convencionais e a terapia
fotodinamica. Além disso, as cepas de E. faecium mostraram padrao de
viruléncia semelhante as cepas de E. faecalis em G. mellonella.

Palavras-chave: Enterococcus  faecalis. Enterococcus  faecium.
Antimicrobianos. Terapia fotodindmica. Galleria mellonella.



Santos ACC. Prevalence, virulence and sensitivity to antimicrobial therapy
of strains of Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium isolated
from endodontic infections [dissertation].Sao José dos Campos (SP):
Institute of Science and Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista;
2014.

Abstract

Enterococcus faecium has become one of the most dreaded micro-
organisms in nosocomial infections, due to its greater ease in acquiring
resistance to antibiotics than E. faecalis. However, lack of studies focused
on the isolation and identification of E. faecium in the oral cavity. The
objectives of this study was to isolate and identify E. faecalis and E.
faecium in root canals with endodontic infections and to compare strains of
E. faecalis and E. faecium in sensitivity to conventional antibiotics and
antimicrobial photodynamic therapy (PDT). Furthermore, these species
were compared for virulence in vivo, using the model of experimental
infection of Galleria mellonella. The strains of E. faecalis and E. faecium
isolated from root canals were identified by the Rapid ID 32 Strep system
and multiplex PCR. All isolates identified as E. faecalis and E. faecium
were tested for antibiotic susceptibility E-test method for determination of
minimal inhibitory concentration (MIC). Next, we selected some strains of
E. faecalis and E. faecium sensitive and antibiotic-resistant clinical use in
dentistry for in vitro susceptibility testing to antimicrobial photodynamic
therapy. The virulence of strains of E. faecalis and E. faecium were tested
in in vivo experimental model of infection of G. mellonella by analysis of
larval survival curve and quantitation of CFU/mL bacterial cells present in
the hemolymph of these animals. Data from CFU/mL obtained in
photodynamic therapy and infection in G. mellonella were subjected to
analysis of variance and Tukey test. The data on the survival of G.
mellonella curves were analyzed by log-rank method. Samples of 38 root
canals from different patients were performed and 22 had cultures positive
for Enterococcus spp. (58%). Of these patients, all showed E. faecalis and
only 2 had mixed infections with E. faecalis and E. faecium 6 isolates
(27%) E. faecalis resistant to antibiotics were found, 3 resistant to
tetracycline, ciprofloxacin and two azithromycin 1. E. faecium isolates
showed no resistance to the antibiotic tested. All isolates of E. faecalis and
E. faecium tested were sensitive to photodynamic therapy microbial
reduction of 95 99%. Both E. faecalis and E. faecium for the virulence in
G. mellonella was dependent on the strains studied. We conclude that E.
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faecium have low prevalence in endodontic infections, and their isolates
sensitive to conventional antibiotics and photodynamic therapy.
Furthermore, E. faecium strains showed similar pattern of the strains of E.
faecalis virulence in G. mellonella.

Keywords: Enterococcus faecalis. Enterococcus faecium. Antimicrobials.
Photodynamic Therapy. Galleria mellonella.



1 INTRODUCAO

O género Enterococcus é constituido por mais de 30
especies, das quais Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium
correspondem a maioria dos isolados de infecgdes nosocomiais, sendo
que as outras espécies deste género representam apenas 5 a 10% dos
isolados (Rodriguez et al., 2013). Essas duas espécies de maior
importancia médica, E. faecium e E. faecalis, estdao frequentemente
relacionadas com bacteremia, septicemia, infecgbes do trato urinario,
infeccbes de feridas, meningites e endocardites (Kense, Landmon, 2011;
Zou et al., 2011). Desse modo, Enterococcus representam o terceiro
patdégeno nosocomial mais prevalentes em todo o mundo (Bereket et al.,
2012).

A prevaléncia de infecgdes hospitalares por Enterococcus
spp. aumentaram significativamente nos ultimos anos, principalmente,
devido a sua resisténcia intrinseca aos antibidticos, como cefalosporina e
aminoglicosideos, e a resisténcia adquirida a diversos antimicrobianos,
como a vancomicina. O desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos
de uso clinico em odontologia tem levando a uma reducédo drastica nas
opcbes terapéuticas para pacientes infectados com Enterococcus,
tornando o tratamento dessas infeccbes um importante alvo de
investigacao cientifica (Rodriguez et al., 2013).

As infecgdes enterocdcicas hospitalares podem ser
divididas em duas fases distintas, a primeira surgiu no final da década de
1970 e foi associada com a introducdo da terceira geracdo de
cefalosporinas. Durante esta época, E. faecalis foi responsavel por 90-
95% dos isolados clinicos de Enterococcus. A segunda fase teve inicio na

década de 1990 e estende-se até os dias de hoje, estando associada ao
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aumento do uso de vancomicina e outros antibidticos de amplo espectro
(Willems, Schaik, 2009). Nesta fase, E. faecium passou a ser responsavel
por grande parte das infeccbes enterocdcicas por apresentar maior
resisténcia a vancomicina e ampicilina do que E. faecalis (Arias, Murray,
2012).

Em odontologia, a presenga de Enterococcus no interior
de canais radiculares tem sido associada as infecgcdes endodédnticas
persistentes (Dahlén et al., 2012), o que tem induzido o desenvolvimento
de pesquisas para avaliar a efetividade da acdo antimicrobiana de
medicamentos intracanais contra estes micro-organismos (Kopper, 2007).
A persisténcia das infecgdes endoddnticas tem sido atribuida a
permanéncia dessas bactérias em areas de dificil acesso, como lacunas
de reabsorcdao, cemento, canais laterais, tubulos dentinarios e lesao
periapical (Costa et al., 2010). Embora as infecgbes oportunistas por
Enterococcus tenham aumentado significativamente nos ultimos anos, o
papel da cavidade bucal como reservatério desses micro-organismos
ainda precisa ser melhor estudado (Kouidhi et al., 2011).

Andrade et al. (2011) estudaram a prevaléncia de
Enterococcus spp. em 35 canais radiculares com necrose pulpar. Em 33
canais (94%) foram encontrados E. faecalis e apenas 1 canal (3%) E.
faecium. A espécie E. faecalis foi majoritaria, estando relacionada aos
sinais e sintomas da infeccdo endoddntica. Na literatura existem muitos
estudos que comprovaram a alta prevaléncia de E. faecalis em canais
radiculares (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Noda et al.,
2000; Pinheiro et al., 2003), entretanto poucos estudos avaliaram a
prevaléncia de E. faecium (Andrade et al., 2011).

O aumento da resisténcia das bactérias aos antibidticos
tem emergido como um dos mais importantes desafios clinicos deste
século, destacando a necessidade no desenvolvimento de tratamentos
antimicrobianos alternativos, como a terapia fotodinamica (PDT) (Oriel e

Nitzan, 2010). Esta terapia consiste na associacio de um
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fotossensibilizador ex6geno e uma fonte de luz com comprimento de onda
adequado, iniciando uma reacao celular fotoquimica que causa danos
oxidativos as células de organismos procariéticos e eucarioticos (Souza
RC et al., 2010). A PDT possui varias caracteristicas favoraveis para o
tratamento de infecgdes originadas por micro-organismos patogénicos,
incluindo um amplo espectro de acao, inativacdo eficiente de cepas
resistentes aos antibiéticos e baixo potencial mutagénico (Junqueira et al.,
2009; Dovigo et al., 2009).

Na literatura existem varios estudos sobre a aplicagdo da
terapia fotodinAmica em cepas de E. faecalis (Foschi et al., 2007; Souza
LC et al.,, 2010; Nunes et al., 2011). Garcez et al. (2013) estudaram a
terapia fotodinamica antimicrobiana (PDT), utilizando uma fibra difusora
Optica, para o tratamento de infeccdes endoddnticas. Foram utilizados 50
dentes recém-extraidos, que apés esterilizados, foram contaminados com
E. faecalis durante trés dias. Amostras microbiolégicas do canal foram
feitas antes e depois do tratamento endodéntico com PDT. Os resultados
demonstraram redugédo de 85 a 99% desse micro-organismo no canal
radicular, sugerindo que a utilizagdo da PDT no tratamento endoddntico &
de grande eficacia para o controle de E. faecalis.

Atualmente, o modelo invertebrado de infecgcao
experimental de G. mellonella tem sido considerado um método inovador
e muito promissor para o estudo da viruléncia de patdgenos microbianos.
G.mellonella tem sido usada com sucesso para estudar a patogénese da
infeccdo de varios patégenos, incluindo Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Francisella
tularensis, = Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus e Streptococcus spp. (Fuchs et al., 2010; Abranches et al., 2011;
Olsen et al., 2011; Junqueira et al., 2011).

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi verificar a

prevaléncia de E. faecalis e E. faecium em infecgdes endodénticas, bem
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como comparar os isolados de E. faecalis com os isolados de E. faecium
em relacdo a sensibilidade as terapias antimicrobianas e a viruléncia no

modelo de infecgao experimental em G. mellonella.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enterococcus

O género Enterococcus compde parte da microbiota
intestinal de seres humanos e animais saudaveis, e estdo amplamente
distribuidos no meio ambiente, tais como solo, agua, alimentos e plantas.
Sao encontrados no trato gastrointestinal de seres humanos como micro-
organismos comensais, mas podem se tornar patdégenos oportunistas em
individuos hospitalizados, cujo sistema imunolégico esteja comprometido
ou que tenham recebido terapia antibidtica de largo espectro por periodos
prolongados (Arias et al., 2010; Castillo-Rojas et al., 2013).

Enterococcus sao reconhecidamente agentes etioldgicos
de endocardite, meningite, bacteriemia, infeccbes de ferida e do trato
urinario, especialmente em pacientes imunossuprimidos e hospitalizados
(Michaux et al., 2011; Lindenstrauss et al., 2011). Em Odontologia, séo
associados a doenca periodontal crénica e infeccoes endoddnticas
recorrentes (Zhu et al., 2010; Dahlén et al., 2012).

As espécies de Enterococcus tem recebido maior atengao
nos ultimos anos devido ao aumento de cepas resistentes aos varios
antibioticos, sendo reconhecidas atualmente como patégenos humanos
emergentes. Dentre o género Enterococcus, a espécie E. faecalis esta em
maior numero no trato gastrointestinal, seguida por E. faecium. No
entanto, E. avium e E. hirae, bem como outras espécies de Enterococos,
também sao frequentemente encontradas em amostras de fezes

humanas (Nes et al., 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nes%20IF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24649514
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Biofiimes formados por Enterococcus sao comumente
encontrados em dispositivos médicos, sendo conhecidos como uma das
principais causas de infecgdes nosocomiais. Biofilmes sdo comunidades
tridimensionais de micro-organismos embebidos em uma matriz
extracelular, presentes geralmente sobre uma superficie solida. Sao
constituidos de 15 a 20% de micro-colénias bacterianas, 75 a 80% de
matriz ou glicocalice, e em menor quantidade de polissacarideos, células
epiteliais descamadas, leucdcitos, enzimas, glicoproteinas salivares,
proteinas, pigmentos e restos alimentares (Santos, Jorge, 2012).

Ja foram isoladas bactérias do género Enterococcus de
cateteres, marca-passos cardiacos, proteses valvulares cardiacas e
aparelhos ortopédicos, que estdo associados com varias doengas
humanas, tais como endocardite, infeccbes de feridas por queimadura,
otite cronica média com efusao e fibrose cistica.

Em estudo realizado em Roma (ltalia), verificou-se que
80% das cepas de E. faecalis e 48% das cepas de E. faecium isoladas a
partir de pacientes contendo infecgdes por esses micro-organismos foram
capazes de formar biofilmes (Baldassarri et al., 2001). Na Espanha, 57%
de E. faecalis derivados a partir de varios isolados clinicos foram capazes
de produzir biofilmes (Toledo-Arana et al., 2001). Em Sardenha (ltalia), a
producéao de biofilme foi identificada entre 87% dos isolados clinicos de E.
faecalis e 16% de E. faecium (Dupre et al., 2003). Nos Estados Unidos,
Mohamed et al. (2004) relataram que 93% de cepas de E. faecalis
isoladas a partir de material clinico produziam biofilmes. Na Polbnia, 59%
de E. faecalis isolados de coleta a partir de amostras clinicas produziam
biofilmes (Dworniczek et al., 2005). Um estudo realizado em um hospital
na india mostrou que 44 dos 171 isolados (26%) de E. faecalis foram
capazes de formar biofilmes, enquanto que nenhum dos 25 isolados de E.
faecium foram produtores de biofilmes (Prakash et. al., 2005). Sendo
assim, esses dados sugerem que E. faecalis, frequentemente, produzem

mais biofilmes do que E. faecium.
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Durante a década de 1980 e inicio de 1990, mais de 90%
das infecgbes enterocdcicas nosocomiais eram causadas por E. faecalis,
e E. faecium ocupava o segundo lugar com aproximadamente 5 a 10%.
Devido a grande facilidade de E. faecium em adquirir resisténcia aos
antibidticos esse quadro mudou. Atualmente, entre os isolados clinicos de
infecgdes enterococicas, E. faecium é responsavel por 38 a 75% dos
casos (Willems et al., 2011). A capacidade intrinsica e a facilidade em
adquirir resisténcia aos diversos antibidticos fazem com que E. faecium
seja um dos mais temidos micro-organismos em infecgbes hospitalares
(Panesso et al., 2010).

Devido a resisténcia adquirida aos antibiéticos, como a
vancomicina, E. faecium esta sendo isolado de 38 a 75% das infecgdes
por Enterococcus, portanto E. faecium esta tornando-se uma causa tao
comum de infecgdo hospitalar quanto E. faecalis (Willems et al., 2011). O
numero de infecgbes por Enterococcus resistentes a vancomicina em
hospitais dos EUA aumentou de 9.820 em 2000 para 21.352 em 2006
(Ramsey, Zielberberg, 2009), e atualmente a porcentagem de isolados
resistentes a vancomicina corresponde a 80% das cepas de E. faecium
(Arias, Murray, 2008) e apenas 5% das cepas de E. faecalis (Hidron et al.,
2008).

Esses micro-organismos também possuem uma grande
importancia na odontologia, pois sdo encontrados em bolsas periodontais
profundas e em dentes com necessidade de tratamento endoddntico. Sao
bastante freqlientes principalmente em dentes que necessitam de
tratamento endodontico secundario, onde houve insucesso no primeiro
tratamento (Dahlén et al., 2012).

A importancia clinica de infecgdes endoddnticas por
Enterococcus tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas com o
objetivo de identificar, controlar e tratar a sua ocorréncia. No entanto,
essas espécies bacterianas sao de dificil cultivo e identificacdo dentro das

técnicas de diagndstico convencionais, o que pode dificultar ou mesmo
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impossibilitar sua deteccédo, podendo conduzir a uma estimativa errénea
referente ao papel de determinadas espécies bacterianas envolvidas na
infeccdo do sistema de canais radiculares (Silva et al., 2008). Nesse
contexto, surgem os métodos baseados na analise de DNA bacteriano,
que tém sido aplicados com sucesso (Delgado et al., 2004). A
identificacdo ao nivel de espécie, utilizando PCR com iniciadores
especificos € um método valioso e pode substituir os testes
microbioldgicos convencionais que sao de outro modo necessarios para
identificar as espécies utilizando abordagens fenotipicas (Jackson et al.,
2004). PCR multiplex com primers especificos € uma ferramenta
molecular simples que permite a identificagdo rapida e precisa de
Enterococcus (Layton et al., 2010; Castillo-Rojas et al., 2013).

Na Odontologia, E. faecalis é considerado a espécie de
Enterococcus mais frequentemente isolada das lesbes endoddnticas e
tem sido amplamente estudado quanto ao padrdao de sensibilidade
antimicrobiana aos antibiéticos convencionais e terapia fotodinamica
(Pinheiro et al., 2004; Foschi et al., 2007; Souza RC et al., 2010; Nunes et
al., 2011; Garcez et al., 2013). Entretanto, faltam estudos voltados para o
isolamento e identificacdo de E. faecium na cavidade bucal, como em
canais radiculares. Além disso, existe a necessidade de conhecer os
isolados bucais de E. faecium quanto ao padrdao de sensibilidade aos
antibidticos convencionais utilizados em odontologia, sensibilidade a
vancomicina para identificacdo de cepas vancomicina-resistentes (VRE)
na cavidade bucal e sensibilidade a terapia fotodinamica antimicrobiana,
que tem sido considerada um tratamento alternativo para as cepas de

micro-organismos resistentes aos antibiéticos.



2.2 Terapia Fotodinamica

A terapia fotodinamica (PDT) € um método de tratamento
a base de luz que esta em desenvolvimento, podendo ser aplicada em
diversas areas, como em oncologia, dermatologia e oftalmologia, e tem
sido investigada como uma terapia antimicrobiana (Kato et al., 2013).

A terapia fotodinamica esta fundamentada na associagao
de agentes fotossensibilizadores e Iluz no espectro visivel ou
infravermelho, e tem despertado o interesse de muitos pesquisadores.
Inicialmente, essa terapia foi descrita para promover acgao letal sobre
células do cancer, mas esta sendo dada grande atencédo ao seu efeito
antimicrobiano (Allison, Sibata, 2010). Devido ao crescente numero de
micro-organismos resistentes aos antibioticos, pesquisas estdo sendo
focadas na PDT como uma modalidade alternativa de tratamento para as
doencgas infecciosas (Kharkwal et al., 2011).

A terapia fotodinamica envolve trés componentes: uma
fonte de Iluz, um agente fotossensibilizador e o oxigénio. O
fotossensibilizador € administrado ao paciente e irradiado com luz em
comprimento de onda especifico, com isso, o fotossensibilizador passa do
estado fundamental de baixa energia para estado singlete reativo
(Konopka, Goslinski, 2007; Perussi, 2007). A habilidade de um
componente em absorver luz incidente nao significa necessariamente que
ele possa atuar como um fotossensibilizador. Para produzir efeito
antimicrobiano, os fotossensibilizadores devem apresentar picos de
absorcao proximos ao comprimento de onda da luz utilizada e nado devem
apresentar toxicidade ao hospedeiro (Al-Ahmad et al.,, 2013). Os
principais Fotossensibilizadores encontrados na literatura sdo os
derivados da hematoporfirina, as fenotiazinas (azul de toluidina e azul de
metileno), as cianinas (indocianina verde), os fitoterapicos (azuleno) e as

ftalocianinas (Garcez et al., 2003).
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Teichert et al. (2002) avaliaram a eficacia do azul de
metileno e do azul de toluidina na fotossensibilizagdo letal de micro-
organismos patogénicos, utilizando estes corantes em diversas
concentragcbes associados a um laser de Argbnio com comprimento de
onda 630 nanbmetro e um laser diodo com comprimento de onda 664
nandbmetro com fluéncia de energia variando entre 10 e 60 J/cm? e
intensidade de poténcia variando de 50 a 100 mW/cm?2. As concentragbes
dos corantes foram: 10, 20, 30 40, 50, 100, 150 e 200 uyM. A terapia
fotodindmica foi aplicada em Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Enterococcus faecalis, Hemophilus influenzae, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa. Os autores verificaram que todos os
micro-organismos foram eliminados em algum grau quando expostos ao
laser na presenca dos fotossensibilizadores. No entanto, a atividade
antimicrobiana dependeu do fotossensibilizador utilizado, da sua
concentracao, da fluéncia e intensidade de poténcia do laser, bem como
da espécie bacteriana envolvida.

A utilizagdo do laser de baixa poténcia associado a um
corante com caracteristicas fotossensibilizadoras tem sido utilizada na
endodontia (Walsh, 2003). O interesse pela utilizacdo da PDT na
endodontia esta relacionado principalmente ao efeito antimicrobiano
comprovado desta terapia, visto que ela nao promove resisténcia
microbiana, € uma técnica de facil aplicacéo, é indolor, e soma a todas
essas caracteristicas os efeitos benéficos advindos da terapia com laser
(Soukos et al., 2006).

Silbert et al. (2000) testaram a Terapia Fotodinamica
quanto a sua capacidade de reduzir a contaminacao bacteriana em canais
radiculares. Apds instrumentacdo e esterilizagcdo, raizes de dentes
humanos foram divididas em dois grupos, no qual o primeiro foi inoculado
com uma suspensao de Streptococcus mutans e o segundo, com uma
suspensao de Enterococcus faecalis. O fotossensibilizador azul de

metileno associado ao laser de diodo de Fosfato de indio Galio Aluminio



26

(IGaAlIP), com comprimento de onda de 670 nanémetro, foi aplicado por
periodos de 30 a 240 segundos. Concluiu-se que a PDT pode ser um
método efetivo de reducao bacteriana intracanal, porém os parametros da
PDT devem ser ajustados para se obter uma eliminagdo mais eficaz de E.
faecalis.

Em outro estudo, Garcez (2002) avaliaram o potencial de
reducdo bacteriana intracanal de canais contaminados com E. faecalis.
Vinte dentes extraidos foram tratados com uma pasta composta de
azuleno 25% e Endo-PTC e foi irradiado por laser diodo com comprimento
de onda de 685 nm durante 5 minutos. Foi observada redug¢ao bacteriana
de 100% apds a terapia fotodinédmica.

Diante de todos os estudos encontrados na literatura,
conclui-se que a terapia fotodinamica tem um efeito significativo na
reducao de micro-organismos, principalmente E. faecalis, mas faltam

estudos de terapia fotodinamica sobre E. faecium.



27

2.3 Galleria mellonella

Atualmente, o modelo invertebrado de infecgao
experimental de G. mellonella tem sido considerado um método inovador
e muito promissor para o estudo da viruléncia de patégenos microbianos.
Até o momento, modelos in vivo para o estudo de infecgdes microbianas
eram realizados em animais vertebrados, como ratos e camundongos.
Nos ultimos anos, modelos de infeccdo em invertebrados foram
desenvolvidos por apresentarem inumeras vantagens em relagdo aos
modelos de mamiferos, como baixo custo, facilidade de manuseio,
possibilidade de trabalho em grande escala e por n&o envolverem
questdes éticas. Entre os varios modelos de invertebrados podemos citar
a ameba Acanthamoeba castellanii, 0 nematodo Caenorhabditis elegans e
os insetos Drosophila melanogaster e Galleria mellonella (Cotter et al.,
2000; Pukkila-Worley et al., 2009; Rowan et al., 2009; Fuchs et al., 2010;
Junqueira, 2012).

Galleria mellonella tem sido utilizada com sucesso como
modelo para a patogénese microbiana porque apresenta tamanho
suficiente para injegdo de um inéculo padronizado de C. albicans ou de
medicamentos antifungicos. Além disso, as lagartas de G. mellonella
apresentam hemolinfa com varios tipos de hemdcitos, que possuem um
papel importante na defesa contra patégenos. Em relacdo aos outros
modelos de invertebrados, G. mellonella apresenta a vantagem de poder
ser mantida em temperaturas entre 25 a 37 graus celsius, aproximando-
se das condi¢des de temperatura em que os fungos sdo encontrados na
natureza ou no hospedeiro (Mylonakis, Aballay, 2005; Fuchs, Mylonakis,
2010; Mylonakis, 2008; Fuchs et al., 2010).

G. mellonella apresenta sistema imunolégico semelhante
ao encontrado em seres vertebrados, sendo que a resposta imune é

imediatamente acionada quando algum agente atravessa sua cuticula. A
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resposta imunolégica desse animal é composta por sistema imune
humoral e celular. O componente celular é representado pela acao de
células fagocitarias denominadas hemdécitos, as quais sdo encontradas
circulando livremente pela hemolinfa do inseto e atuam envolvendo e
fagocitando células invasoras. O componente humoral &€ composto
essencialmente por peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés
"antimicrobial peptides"), os quais atuam nas células bacterianas ou
fungicas que invadem o organismo e atingem a hemolinfa. A densidade
de hemocitos circulantes na hemolinfa pode ser utilizada como indicativo
de infeccdo (Olsen et al., 2011; Desalermos et al., 2012). Devido as
similaridades em relagdo a resposta imune, os resultados obtidos em
insetos podem ser comparados com os obtidos em mamiferos (Reeves et
al., 2011; Bergin et al., 2006).

Entre os micro-organismos que tiveram sua patogénese
estudada em G. mellonella pode-se destacar: Cryptococcus neoformans,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Francisella
tularensis, = Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus e Streptococcus spp. (Fuchs et al., 2010; Abranches et al., 2011;
Olsen et al., 2011; Junqueira et al., 2011).

Devido as suas limitagcbes, o modelo hospedeiro de G.
mellonella ndo pode substituir completamente modelos de mamiferos de
experimentacgao. Entretanto, os invertebrados podem servir como um facil
e rapido método de triagem para os estudos da viruléncia dos micro-
organismos e descobertas de novas alternativas para o tratamento das
doencas infecciosas (Arvanitis et al., 2013).

A compreensao da viruléncia das cepas de E. faecalis e
E. faecium presentes na cavidade bucal € muito importante, uma vez que
essas cepas podem ser responsaveis por um infeccdo sistémica em
pacientes imunossuprimidos. Atualmente, o modelo hospedeiro de

infeccdo experiental em G. mellonella representa uma técnica inovadora e
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promissora para o estudo da viruléncia de micro-organismos e tem sido
muito utilizada em estudos de medicina. Entretanto, esse novo modelo
hospedeiro precisa ser explorado para o estudo de micro-organismos de

interesse odontoldgico.



3 PROPOSICAO

O objetivo geral desse estudo foi isolar e identificar cepas

de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium em canais radiculares

com infeccdes endodonticas e testar esses isolados quanto a

sensibilidade as terapias antimicrobianas e a viruléncia no modelo

hospedeiro de Galleria mellonella.

a)

b)

Os obijetivos especificos serao:

isolar e ldentificar cepas de E. faecalis e E. faecium em
canais radiculares com infec¢des endoddnticas;
determinar a Concentragao Inibitéria Minima (MIC) dos
antibidticos de uso clinico em odontologia para diferentes
isolados clinicos de E. faecalis e E. faecium;

avaliar a acdo da terapia fotodindmica antimicrobiana
(PDT) sobre E. faecalis e E. faecium, comparando
isolados sensiveis e resistentes aos antibidticos
convencionais em relagao a sensibilidade a PDT;

analisar a viruléncia das cepas de E. faecalis e E. faecium
no modelo de infeccdo experimental de G. mellonella por
meio da curva de sobrevivéncia e contagem de UFC/mL

em hemolinfa de G. mellonella.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecgao dos pacientes

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da
Universidade Estadual Paulista/lUNESP Campus de Sao José dos
Campos (ANEXO A). Todos os pacientes foram informados da pesquisa e
0s que concordarem em participar assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (ANEXO B).

Os pacientes foram selecionados por especialistas da
Clinica de Endodontia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Sdo José dos Campos e da
Faculdade de Pindamonhangaba (FAPI). Foram incluidos no estudo,
pacientes adultos com mais de 21 anos de idade, sem distingdo de sexo
ou raca e apresentando no arco dentario pelo menos um elemento
dentario com indicios clinicos e radiograficos de necessidade de
tratamento endodontico. Os pacientes selecionados foram submetidos a
anamnese e exames clinicos adequados, além de completa avaliagao
radiografica bucal panoramica e periapical. Os pacientes foram excluidos
quando apresentaram qualquer doenca que contra-indicasse o tratamento
endodoéntico ou utilizam medicagao antibidtica por pelo menos trés meses
antes do procedimento endodéntico (APENDICE A).

Foram selecionados 38 dentes para realizagao da coleta
microbiolégica que apresentaram integridade do elemento ou presencga de
selamento com material restaurador, auséncia de bolsas periodontais com

profundidade maior que 4 mm devido a possibilidade da lesdo endo-
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periodontal, e possibilidade de realizacdo de isolamento absoluto
adequado.

No dia da abertura coronaria para o tratamento
endodéntico, foi feito a profilaxia no elemento alvo e bochecho com
solugédo de gluconato de clorexidina (0,12%) durante um minuto, apos o
isolamento absoluto foi realizada a anti-sepsia do dente e ao redor dele
com Peroxido de hidrogénio 30%, Hipoclorito de sodio 2,5% e Tiosulfato

de sédio 5%, por 30 s cada um separadamente.

4.2 Coleta microbioldgica das amostras do canal radicular

ApOs a abertura coronaria e a exposicao do tecido pulpar,
as amostras foram coletadas com o auxilio de 4 cones de papel
absorventes esterilizados e de numeragdao compativel com o canal
radicular (Endopoints Ind. Com. Ltda., RJ), os quais foram introduzidos no
canal radicular até o comprimento pré-odontométrico (estabelecido na
odontometria), permanecendo por 60 segundos.

Em seguida os quatro cones foram transferidos para
tubos contendo 3 mL do meio de solugao salina tamponada (PBS, pH 7,2)
e colocados no gelo, por periodo maximo de 3 h, e assim, transportados

para o laboratorio de microbiologia.

4.3 |solamento das amostras

As amostras foram homogeneizadas em vortex por 60
segundos e diluidas em solugao salina tamponada. Aliquotas de 0,1 mL

de diluictes pré-estabelecidas (10", 102, 10°) foram transferidas e
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semeadas em duplicata, em placas contendo meio seletivo para
Enterococcus (Enteroccocos agar). As placas inoculadas foram incubadas
em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 horas. Apoés o crescimento,
colonias sugestivas de E. faecalis e E. faecium pela morfologia e
coloragdo de Gram, foram semeadas em tubos de ensaio contendo agar
Infuso Cérebro-Coracgao Inclinado (Difco, Detroit, EUA) para realizagao
dos testes de identificagao fenotipica. Além disso, para a confirmagao por
identificacdo molecular, essas cepas foram semeadas em Caldo Infuso
Cérebro-Coracéao (BHI)80% com Glicerol 20% e mantidas a -80 °C.

4.4 Identificagcdo das amostras

A identificacao fenotipica foi realizada pelo sistema Rapid
ID 32 Strep (Bio Merieux, Franga) seguindo as recomendagdes do

fabricante. As cepas identificadas como E. faecalis e E. faecium foram

confirmadas pelo método de identificacdo molecular (PCR Multiplex).

Figura 1 — Identificagéo fenotipica pelo sistema APl 20 STREP utilizados para os
isolados de Enterococcus spp. coletados dos canais radiculares com infecgdes
endodonticas.
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Apo6s o plaqueamento em meio seletivo para
Enteroccoccus, as colbnias foram suspensas em 180 uL do tampao de
lise contendo 20 mg/mL lisozima, 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA e 1,2%
Triton X-100, e posteriormente, incubadas a 37°C por 30 minutos. O DNA
cromossbmico foi extraido pelo QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN)
conforme recomendacdes do fabricante, e sua quantificagao realizada no

espectrofotdbmetro Nanodrop (ND-800, Thermo Scientific).

O método de PCR Multiplex foi utilizado para identificar e
diferenciar as espécies de E. faecalis e E. faecium conforme descrito por
Layton et al. (2010). Os iniciadores (primers) que foram utilizados estao
descritos no quadro 1. Os produtos amplificados foram analisados em gel
de agarose a 1,5% em TBE, corados por brometo de etidio e visualizados

em transluminador.

Quadro 1 - Descrigao dos primers que foram utilizados para identificagéo
de E. faecalis e E. faecium (Layton et al., 2010)

Primer Sequéncia de nucleotideos Alvo Tamanho do Amplicon
FL-F | 5 ACT TAT GTG ACT AACTTAACC 3 E faecalis 360 pb
FL-R | 5 TAATGGTGAATCTTGGTTTGG & )
FM-F | 5 ACAATAGAAGAATTATTATCT G ¥ )
E. faecium 214 pb

FM-R | 5 CGGCTGCTTTITTGAATTCTITCT &
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4.5 Selecdo das cepas clinicas e padrao de E. faecalis e E. faecium
para os testes de suscetibilidade as terapias antimicrobianas

Apos os testes de identificagdo fenotipicos e genotipicos,
todas as cepas identificadas como E. faecalis e E. faecium foram
submetidas aos ensaios para determinagcdo da Concentragcdo Inibitoria
Minima (MIC). A seguir, foram selecionadas, 5 cepas de E. faecalis
sensiveis a todos antibidticos testados e 5 cepas resistentes a pelo
menos 1 antibidticos testado, e 2 cepas de E. faecium sensiveis a todos
os antibidticos testados para realizacdo dos testes de sensibilidade a
terapia fotodindmica (PDT). As cepas foram selecionadas de acordo com
os resultados obtidos no MIC, de modo a incluir nos testes de PDT cepas
sensiveis e resistentes aos antibidticos mais utilizados na odontologia.

Como micro-organismos controle para todos os
experimentos subsequentes, foram utilizadas cepas padréao cedidas pela
Fundacdo Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude - INCQS, sob-registros Enterococcus faecalis
(ATCC 4083) e Enterococcus faecium (ATCC 6569).

4.6 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC)

Todos os isolados obtidos foram testados quanto a sua
sensibilidade aos antibidticos por meio do método E-test (AB BIODISK,
Solna, Suécia). Foram testados antibiéticos de uso clinico, como
amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico, eritromicina, azitromicina,
tetraciclina e ciprofloxacina. O antibidtico vancomicina também foi incluido
com o objetivo de identificar cepas resistentes a vancomicina (VRE) na

cavidade bucal.
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A fita do E-test pode detectar um MIC que caria de 0,016
a 256 pg/mL, com um total de 29 diferentes concentragdes, que sao
agrupadas de duas em duas, representando 15 niveis de dilui¢ao.

Para o preparo do inéculo, apds 24 horas de incubacgao
das cepas em placas de Enteroccocos agar, as colonias bacterianas
foram transferidas para o Caldo Infuso Cérebro-Coracéo (BHI) e agitadas
para atingir a turbidez que equivale ao padréao 0,5 de McFarland
(Neflobac, Brasil). Essa suspensado foi ajustada em espectofotdmetro
(B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil) com comprimento de onda de 800 nm.
Placas contendo 4 mm de espessura de agar Mueller-Hinton foram
utilizadas para o repique das cepas. A semeadura foi realizada em toda a
extensdao da placa, uniformemente, utilizando-se um swab estéril,
umedecido na suspensdo bacteriana. Apos a secagem das placas (10 a
15 minutos), as fitas de E-test, previamente removidas do congelador e
mantidas a temperatura ambiente por cerca de 20 minutos, foram
distribuidas nas placas com o auxilio de pinga estéril para cada
substéancia a ser testada. O experimento foi executado em duplicata.

As placas foram incubadas em condigdes de aerobiose, e
a leitura realizada apds 20 horas em estufa bacteriolégica a 37 °C. Os
valores das concentragdes inibitérias minimas (MICs) foram determinados
pela leitura no ponto de intersecgao entre o halo de inibicdo em forma de
elipse e a fita do E-test, considerando o ponto de inibicdo completa de
crescimento. A interpretagdo dos valores dos MICs do E-test em
diferentes categorias de sensibilidade foi realizada segundo o guia de
interpretacédo da NCCLS (M100 S12).
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Figura 2 — Halos de inibicdo das cepas de Enterococcus spp. pelo método
E test.

4.7 Testes de sensibilidade a terapia fotodindmica antimicrobiana

Para realizagcao da fotossensibilizacao in vitro foi utilizada
a metodologia previamente descrita por Souza LC et al. 2010. Como
fotossensibilizador foi utilizado azul de metileno (Sigma-Aldrich, S&o
Paulo, Brasil) na concentragédo de 300 uM (Souza RC et al.,, 2010). A
fonte de luz foi um laser em baixa intensidade de Arseneto de Galio
Aluminio (Easy Laser, Clean Line, Taubaté, Brasil) com comprimento de
onda de 660 nm (vermelho visivel), correspondente a faixa de
comprimento de alta absor¢cao por esse fotossensibilizador, poténcia de
50 mW e densidade de energia de 15 J/cm?.

Foi preparada suspensao de cada cepa de micro-
organismo contendo 10° células/mL. Para o preparo dessa suspensdo, a
cepa do micro-organismo foi semeada em Enterococcos agar e incubada
a 37 °C por 48 horas. A seguir, esses micro-organismos foram cultivados
em Caldo Infuso Cérebro-Coragdao (BHI) por 24 horas a 37 °C. O
crescimento foi suspenso em 5 mL de solugéo fisioldégica tampao fosfato

(PBS) e centrifugado a 5000 rpm/g durante 10 minutos, desprezando-se o
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sobrenadante. Esse procedimento foi repetido e o sedimento ressuspenso
em 5 mL de solugdo fisioldégica tampéao fosfato (PBS). A contagem do
numero de células da suspensao foi realizada através de
espectrofotdmetro (B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil) com comprimento
de onda de 760 nm.

Em placa de microtitulagcdo de 96 pogos de fundo plano,
esterilizadas e com tampa, foram adicionados 0,1 mL da suspensao de
cada cepa de micro-organismo e 0,1 mL do fotossensibilizador ou de
PBS. A seguir, a placa contendo as amostras foi agitada durante 5
minutos em agitador orbital (Solab, Piracicaba, Brasil). Apos esse periodo,
o conteudo de cada poco foi irradiado de acordo com os grupos seguintes
grupos: Fotossensibilizador e Laser (F+L+), Solucao fisiologica e Laser
(F-L+), Fotossensibilizador sem Laser (F+L-) e Solucéo fisiolégica sem
Laser (F-L-). Em cada grupo foram realizados 8 ensaios por grupo.

A irradiacdo das amostras foi realizada em condigbes
assépticas em camara de fluxo laminar. Durante todo o experimento foi
mantido ambiente escuro e utilizado um anteparo negro fosco com orificio
de didmetro coincidente ao da entrada do pogo, evitando-se
espalhamento de luz.

ApoOs a irradiacdo, a partir de cada amostra, foram
realizadas diluicbes seriadas e aliquotas de 0,1 mL das diluigdes foram
semeadas em duplicata em placas contendo agar BHI. Apds incubagao a
37 °C por 24 horas, foi feita a contagem das unidades formadora de
colénias (UFC/mL).

4.8 Andlise da viruléncia no modelo de G. mellonella

Para este estudo foi utilizada a metodologia descrita por

Fuchs et al. (2010). Foram testadas 5 cepas de E. faecalis sensiveis e 5
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cepas resistentes aos antibidticos testados e foram testadas 2 cepas de
E. faecium sensiveis aos antibiéticos. Também foi testado como controle

uma cepa padrao (ATCC) de cada micro-organismo.

4.8.1 Galleria mellonella

Foram utilizadas G. mellonella em estagio final da fase
larval com peso corporal de aproximadamente 250 mg cultivadas no
laboratério de Microbiologia, do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao
José dos Campos- UNESP. Foram utilizadas 16 lagartas de G. mellonella

para cada grupo e condi¢cao experimental (Figura 3).

4.8.2 Verificagdo da suscetibilidade de G. mellonella a infecgdo por E.

faecalis e E. faecium

Inicialmente, foi realizada uma analise da suscetibilidade
de G. mellonella a infeccdo por cepas padrao de E. faecalis e E. faecium
para determinacdo da concentracdo letal de cada espécie bacteriana
nesses animais. Para isso, foram inoculadas em G. mellonella varias
suspensdes padronizadas de E. faecalis ou E. faecium em diferentes
concentracdes (10%, 10%, 10°, 108 células/mL). Essas suspensdes foram
padronizadas em espectrofotdmetro 10° células/mL. Um indculo de 10 pL
de cada suspensao foi injetado em G. mellonella para determinagdo da

curva de morte conforme foi descrito a seguir.
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4.8.3 Injegao de micro-organismos em G. mellonellla

Um in6culo de 10 pyL da suspensao padronizada de micro-
organismo foi injetado na hemolinfa de cada lagarta através da ultima
prolegue esquerda, utilizando seringa Hamilton de 10 yL (Figura 4). Em
todos os experimentos foi realizado um grupo inoculado apenas com PBS
para acompanhar o estado de saude das lagartas de G. mellonella
durante todo o experimento. Todas as lagartas estavam sem alimentagao

em todo periodo do experimento.

4.8.4 Determinacao da curva de sobrevivéncia de G. mellonella

Apos a inoculagdo, as lagartas foram armazenadas em
placa de Petri e incubadas a 37 °C em estufa e o numero de G. mellonella
mortas foi anotado diariamente durante 7 dias. As lagartas foram retiradas
apds serem consideradas mortas quando nao apresentaram nenhum
movimento ao toque. A morte de todas as lagartas do grupo experimental
ou a transicdo para a forma de pupa determinaram o término do

experimento.
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4.8.5 Estudo de cultura de tecidos - Contagem de UFC/mL

Para quantificar o numero de cada cepa de E. faecalis e
E. faecium presente na infeccdo em G. mellonella, as células bacterianas
foram extraidas da hemolinfa nos tempo de 0, 12 e 24 horas apds as
larvas serem infectadas. Em cada tempo indicado, 5 lagartas
sobreviventes por grupo foram perfuradas por meio de uma lamina de
bisturi para remog¢ado da hemolinfa. A hemolinfa das 5 lagartas foram
acondicionadas em tubos Eppendorf com um volume final de cerca de
100 pyL. Em seguida, a hemolinfa extraida foi homogeneizada e diluida
serialmente. Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram semeadas em
placas de petri contendo meio BHI (Himedia, Mumbai, India). As placas
foram incubadas por 48 horas a 37 °C e posteriormente foi feita a
contagem das colbnias para o calculo de UFC/mL. Todos os ensaios de

contagem de UFC/mL foram realizados em ftriplicata.

Figura 3 - Modelo de invertebrado: larvas de G. mellonella em placa de Petri.
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Figura 4 - Inoculagdo da suspensdao de micro-organismos para indugdo de infecgcéo
experimental em G. mellonella.

4.9 Anélise Estatistica

Para a analise estatistica dos resultados de UFC/mL foi realizado
Analise de Variancia e teste de Tukey, utilizando-se o Programa Minitab.
Em relacédo aos experimentos de sobrevivéncia em G. mellonella, foi
realizada a curva de sobrevivéncia e estimativa das diferengas pelo
método de Log-rank (Mantel - Cox) utilizando o Programa Graph Pad
Prism. Em todos os testes, foi considerado nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Isolamento e identificag&o de E. faecalis e E. faecium

Foram realizadas coletas de 38 canais radiculares de diferentes
pacientes, sendo que 22 apresentaram culturas positivas para Enterococcus spp.
(58%), conforme representado na Tabela 1 e Figuras 5 e 6.

A seguir, foi realizada a identificagao fenotipica dos isolados pelo sistema
APl 20 STREP e confirmagao por identificagdo molecular (PCR Multiplex). Os
resultados estdo representados na Tabela 2 e Figuras 7 e 8. Dos 22 isolados de
Enterococcus spp, 2 foram identificados como E. faecium, sendo encontrado no
paciente 4 e 7, juntamente com isolados de E. faecalis, portanto, esses

pacientes possuiam infec¢ao mista com ambos os micro-organismos estudados.
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Tabela 1 - Numero de culturas positivas para Enterococcus spp. coletadas dos

canais radiculares com infecgdes endodonticas

Pacientes Vitalidade Pulpar Estagio da infecgao Cultura*
1 Morta Primaria +
2 Morta Primaria +
3 Morta Primaria +
4 Morta Primaria +
5 Viva Primaria +
6 Viva Primaria +
7 Morta Primaria +
8 Morta Primaria +
9 Morta Secundaria +
10 Viva Primaria -
11 Morta Primaria -
12 Morta Secundaria -
13 Viva Primaria -
14 Morta Primaria +
15 Morta Primaria +
16 Morta Primaria -
17 Morta Primaria -
18 Morta Secundaria +
19 Morta Primaria -

20 Morta Primaria

21 Viva Primaria -
22 Morta Primaria -
23 Morta Secundaria +
24 Morta Primaria +
25 Morta Secundaria +
26 Morta Primaria +
27 Morta Primaria +
28 Morta Primaria -
29 Viva Primaria +
30 Morta Secundaria +
31 Viva Primaria -
32 Viva Primaria -
33 Viva Primaria -
34 Morta Primaria -
35 Morta Secundaria -
36 Viva Primaria +
37 Morta Primaria +
38 Viva Primaria +

*Culturas positivas (+) e culturas negativas (-) para Enterococcus spp.
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Coleta de Enterococcus spp.
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Figura 5 - Coleta de Enterococcus spp. de 38 pacientes que
apresentavam canais radiculares com polpa viva (biopulpectomia), polpa
morta (necropulpectomia) ou necessidade de retratamento endodéntico.
Culturas positivas (+) e culturas negativas (-) para Enterococcus spp.

Figura 6 - Coleta de Enterococcus spp. de canais radiculares em meio
seletivo Enterococcos Agar com colénias sugestivas de: a) E. faecalis; b)
E. faecium
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Quadro 1- ldentificacdo fenotipica e genotipica das culturas positivas para
Enterococcus spp. coletadas dos canais radiculares com infec¢des endoddnticas

Pacientes API 20 STREP PCR
1 97% E. faecalis E faecalis
2% E. faecium ’
86,8% E. faecalis .
2 10,7% Streptococcus uberis E. faccalis
93% E. faecalis .
3 3,5% E. faecium E. faecalis
99,3% E. faecalis .
4.1 0.2% E. faecium E. faecalis
4.2 98% E. faecium E. faecium
86,8% E. faecalis .
5 10,7% Streptococcus uberis E. faecalis
-Aerococcus viridans .
6 E. faecalis
-Leuconostoc spp
-E. faecalis
71 -Aerococcus urinae E. faecalis
-Streptococcus uberis
-Streptococcus agalactiae
73% Enterococcus durans
12.3% Lactococcus lactis ssp lactis
7.3 10.6% Aerococcus viridans E. faecium
3.6% Enterococcus faecium
0.2% Aerococcus urinae
99,1% E. faecalis .
8 0,6% Streptococcus uberis E. faecalis
72% E. faecalis
17,9% Streptococcus uberis .
9 9,6% E. faecium E. faecalis
0,1% E. avium
86,8% E. faecalis .
14 10,7% Streptococcus uberis E. faecalis
88,7% E. faecalis .
15 5,4% Streptococcus uberis E. faecalis
48,3% E. faecalis
18 37,3% E. faecium E faecalis
14% Streptococcus uberis ’
0,2% Lactococcus lactis ssp lactis
86,8% E. faecalis .
23 10,7% Streptococcus uberis E. faecalis
86,8% E. faecalis .
24 10,7% Streptococcus uberis E. fascalis
-Aerococcus viridans 1
25 -E. faecium E. faecalis
-Streptococcus uberis
99,1% E. faecalis .
26 0,6% Streptococcus uberis E. faecalis
86,8% E. faecalis .
27 10,7% Streptococcus uberis E. fascalis
29 93,8% E. faecalis E. faecalis
30 97% E. faecalis E. faecalis
36 97,1% E. faecalis E. faecalis
37 97% E. faecalis E. faecalis
72% E. faecalis
38 17,9% Streptococcus uberis E. faecalis

9,6% E. faecium
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M 1 23 5 6 7173 8 9 14 15 18 2324 26

M 271 27228 29 30 36 37 38 CP CN

PARTE SUPERIOR: Can 1- M- marcador de peso molecular Ladder 100 pb; Can. 2- amostra 1;
Can. 3- amostra 2; Can. 4- amostra 3; Can. 5- amostra 5; Can. 6- amostra 6; Can. 7- amostra 7.1;
Can. 8- amostra 7.3 (E. faecium); Can. 9- amostra 8; Can. 10- amostra 9; Can. 11- amostra 14;
Can. 12- amostra 15; Can. 13- amostra 18, Can. 14- amostra 23; Can. 15- amostra 24, Can. 16-
amostra 26.

PARTE INFERIOR: Can 1- M- marcador de peso molecular Ladder 100 pb; Can. 2 amostra 27.1;
Can. 3- amostra 27.2; Can. 4- amostra 28; Can. 5- amostra 29; Can. 6- amostra 30; Can. 7-
amostra 36; Can. 8- amostra 37; Can. 9- amostra 38; Can. 9- Controle positivo (Multiplex); Can.
10- Branco (Controle negativo).

Figura 7 - Gel de agarose, a 2% em TBE, corado por brometo de etidio e
visualizado no transluminador. Amostras clinicas de 1 a 38 foram
identificadas como E. faecalis, exceto amostra 7.3 identificada como E.
faecium.
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Figura 8 - Gel de agarose, a 2% em TBE, corado por brometo de etidio e visualizado no
transluminador. Amostras clinicas 4.1, 4.3, 4.4 foram identificadas como E. faecalis e 4.2
(triplicata) identificada como E. faecium.

Can 1- M- marcador de peso molecular Ladder 100 pb; Can. 2- Variante 4.1; Can. 3,4 e
5- Variante 4.2; Can. 6- Variante 4.3; Can. 7- Variante 4.4; Can. 8- Controle positivo
(Multiplex); Can. 9- Branco (Controle negativo).

5.2 Determinacgédo da Concentragao Inibitoria Minima (MIC)

Os isolados, assim como as cepas padrao, foram
submetidos ao teste de sensibilidade aos antibioticos como amoxicilina
(AC), amoxicilina + acido clavulanico (XL), eritromicina (EM), azitromicina
(AZ), tetraciclina (TC), ciprofloxacina (Cl) e vancomicina (VA) por meio do
método E-test. Foram encontrados 6 isolados (27%) de E. faecalis

resistentes aos antibiéticos, sendo pertencentes aos isolados de numero
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3 (resistente a tetraciclina), 4.1 (resistente a tetraciclina), 6 (resistente a
azitromicina), 9 (resistente a ciprofloxacina), 15 (resistente a
ciprofloxacina) e 18 (resistente a tetraciclina). A cepa padrdo de E.
faecalis exibiu resisténcia a ciprofloxacina. O isolado de E. faecium nao
apresentou resisténcia aos antibidticos, porém, para eritromicina e
azitromicina obteve sensibilidade intermediaria, assim como a cepa
padrdo dessa mesma espécie. Nao foi encontrada resisténcia a
vancomicina entre os isolados testados, mas 7 isolados de E. faecalis
apresentaram sensibilidade intermediaria a esse antibiético (Tabelas 3 e
4).

Tabela 2- Classificagao da sensibilidade aos antibioticos e valores de MIC
(mg/mL) para as cepas padrao de E. faecalis e E. faecium

Cepa padrao AC XL EM AZ TC Cl VA
E. faecalis S1 S 0,38 S0,19 S0,032 $S0,094 R6 S3
E. facecium S1 S1,5 I3 112 S1 S 0,38 S 0,75
S = Sensivel, | = Intermediario, R = Resistente

AC = amoxicilina, XL = amoxicilina + acido clavulanico, EM = eritromicina
AZ = azitromicina, TC = tetraciclina, Cl = ciprofloxacina, VA = vancomicina
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Tabela 3- Classificagao da sensibilidade aos antibiodticos e valores de MIC
(mg/mL) para os isolados clinicos de E. faecalis e E. faecium obtidos dos
canais radiculares

N° isolado AC XL EM AZ TC Cl VA
1 S0,38 S0,19 50,38 S1,5 S3 S 0,50 S2
2 S0,38 S0,25 S0,38 S1 S0,023 I3 S1
3 S0,38 50,38 13 S0,25 R 16 11,5 | 6

4.1 S0,38 S0,25 S 0,50 S0,25 R 16 S0,064 | 6
4.2 S1 S0,19 16 I3 S0,125 S0,25 S1,5
5 S0,38 S0,064 S0,38 S 0,19 15 11,5 S2
6 S0,50 S0,50 13 R8 S 0,38 S 0,75 S1,5
71 S 0,47 S0,094 10,75 S1 112 S 0,25 S15
7.3 S050 S0,38 S0,047 S0,032 S0,25 S 0,75 S1,0
8 S 0,50 S1 11 13 S 0,75 S 1 S2
9 S0,75 §S0,38 S 0,38 S 0,19 | 6 R5 S2
14 S0,75 S0,50 10,75 S1 S0,125 11,5 | 24
15 S0,38 S0,75 11,5 S0,125 $S0,38 R4 | 24
18 S0,38 S0,50 11 S0,25 R 24 S 0,75 S15
23 S1,5 S0,64 S 0,50 S0,50 S0,125 S1 S3
24 S 0,19 S2 10,75 S1,5 112 S 0,38 S2
25 S0,19 S0,19 S 0,50 S 0,25 S 0,25 S 0,50 S15
26 S0,38 S0,50 10,75 S1,5 112 S 0,50 S3
27 S0,25 S0,50 S 0,50 S1,5 S0,25 S 0,50 S1
29 S0,16 S0,25 11 S 1 S 0,94 S 0,50 S3
30 S0,38 S0,19 11,5 S2 S 0,047 S 1 | 6
36 S0,38 S0,125 11 S1 S0,94 S 0,75 | 8
37 S0,19 §S0,32 S 0,50 S 0,75 S047 S 0,75 | 6
38 S0,25 §S0,25 11,5 S2 S0,125 S0,50 S4
S = Sensivel, | = Intermediario, R = Resistente

AC = amoxicilina, XL = amoxicilina + acido clavulanico, EM = eritromicina
AZ = azitromicina, TC = tetraciclina, Cl = ciprofloxacina, VA = vancomicina
4 1= E. faecalis, 4.2= E. faecium.
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5.3 Determinacdo da sensibilidade dos isolados a terapia
fotodinamica

Foram realizados testes de sensibilidade a terapia
fotodindmica antimicrobiana, por meio da contagem de UFC/mL, para as
cepas padrao de E. faecalis (Figura 9) e E. faecium (Figura 10), para as
cepas clinicas de E. faecalis sensiveis (Figura 11) e resistentes (Figura
12) aos antibioticos, e para as duas cepas de E. faecium isoladas nesse

trabalho (Figura 13).

E. faecalis
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Figura 9 - Média e desvio padrdo dos dados de UFC/mL (Log) para contagem da cepa
padrao de E. faecalis nos grupos: L-F- (Controle), L-F+ (apenas com fotossensibilizador),
L+F- (apenas laser), e L+F+ (terapia fotodindmica). Letras diferentes representam
diferenga estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA e Teste de Tukey,
p<0,05).
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E. faecium
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Figura 10 - Média e desvio padrao dos dados de UFC/mL (Log) para contagem da cepa
padrdo E. faecium nos grupos: L-F- (Controle), L-F+ (apenas com fotossensibilizador),
L+F- (apenas laser), e L+F+ (terapia fotodindmica). Letras diferentes representam
diferenga estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA e Teste de Tukey,
p<0,05).

Cepas clinicas E. faecalis sensiveis aos antibioticos
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Figura 11 - Média e desvio padréo dos dados de UFC/mL (Log) para contagem das
cepas clinicas de E. faecalis sensiveis aos antibioticos nos grupos: L-F- (Controle), L-F+
(apenas com fotossensibilizador), L+F- (apenas laser), e L+F+ (terapia fotodindmica).
Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significante entre os grupos
(ANOVA e Teste de Tukey, p<0,05).
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Cepas clinicas E. faecalis resistentes aos antibidticos
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Figura 12 - Média e desvio padrdo dos dados de UFC/mL (Log) para contagem das
cepas clinicas de E. faecalis resistentes aos antibiéticos nos grupos: L-F- (Controle), L-
F+ (apenas com fotossensibilizador), L+F- (apenas laser), e L+F+ (terapia
fotodinamica).

Cepas clinicas E. faecium sensiveis

10- L-F-
. B3 L-F+
S L+F-
—l
= 0 L+F+
E
S p=0.0001
LL
O

42 42 73 73 73 73

Figura 13 - Média e desvio padrao dos dados de UFC/mL (Log) para contagem da cepa
clinica de E. faecium sensivel aos antibiéticos nos grupos: L-F- (Controle), L-F+ (apenas
com fotossensibilizador), L+F- (apenas laser), e L+F+ (terapia fotodinamica). Letras
diferentes representam diferenca estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA e
Teste de Tukey, p<0,05).
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Conforme pode ser observado nas Figuras 9 a 13, todas as cepas
de E. faecalis e E. faecium testadas foram sensiveis a terapia
fotodindmica, com diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos Controle (L-F-) e tratado com PDT (L+F+). Todas as cepas clinicas
de E. faecalis sensiveis e resistentes aos antibidticos convencionais
apresentaram o mesmo perfil de sensibilidade a PDT, entretanto as
maiores redugdes microbianas foram observadas no grupo de cepas
sensiveis aos antibiéticos convencionais (Tabelas 11 e 12). Em relagéo as
cepas clinicas de E. faecium as 2 encontradas apresentaram o mesmo
perfil de sensibilidade a PDT (Tabela 13).

Tabela 11 - Média dos dados de UFC/mL (Log) para contagem das 5
cepas clinicas de E. faecalis (isolados numeros 1, 2, 5, 8 e 14) sensiveis
aos antibioticos nos grupos: L-F- (Controle) e L+F+ (terapia fotodinamica)

Isolado L-F- L+F+ Redug¢ao em UFC(%)
1 100666667,00 190000,00 99,81
2 73666666,67 153333,33 99,79
5 54333333,33 5666,66 99,99
8 123666667,00 20000,00 99,98

14 686000,00 33333,33 95,15
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Tabela 12 - Média dos dados de UFC/mL (Log) para contagem das 5
cepas clinicas de E. faecalis (isolados numeros 3, 6, 9, 15 e 18)
resistentes aos antibidticos nos grupos: L-F- (Controle) e L+F+ (terapia
fotodindmica)

Isolado L-F- L+F+ Reducao em UFC(%)
3 393333333,33 100000,00 99,98
6 430000000,00 16666,66 99,99
9 206666666,67 266666,66 99,87
15 420000000,00 33333,33 99,99
18 125666667,00 53333,33 99,96

Tabela 13 - Média dos dados de UFC/mL (Log) para contagem das 2
cepas clinicas de E. faecium (isolados numeros 4.2 e 7.3) sensiveis aos
antibiéticos nos grupos: L-F- (Controle) e L+F+ (terapia fotodindmica).

Isolado L-F- L+F+ Reducao em UFC(%)
4.2 36666666,70 4333,33 99,99
7.3 490000000,00 50000,00 99,99

5.4 Andlise da viruléncia no modelo de G. mellonella

Foram realizadas analises da viruléncia no modelo de G. mellonella por
meio da curva de sobrevivéncia para as cepas padrao de E. faecalis e E.
faecium (Figura 14), para as cepas clinicas de E. faecalis sensiveis (Figura 15) e
resistentes (Figura 16) aos antibiéticos, e para as 2 cepa de E. faecium isoladas
nesse trabalho (Figura 17) e da contagem de UFC/mL, que para as cepas
clinicas de E. faecalis sensiveis (Figura 18) e resistentes (Figura 19) aos

antibidticos, e para as 2 cepas de E. faecium isoladas nesse trabalho (Figura 20)
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Curva de sobrevivéncia E. faecalis e E. faecium ATCC
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Figura 14 — Curva de sobrevivéncia das cepas padrao de E. faecalis e E. faecium, com
N= 16 em G. mellonella.

Curva de sobrevivéncia E. faecalis sensiveis
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Figura 15 — Curva de sobrevivéncia das cepas E. faecalis sensiveis a alguns dos
antibioticos testados, com N= 16 em G. mellonella.



Curva de sobrevivéncia E. faecalis resistentes
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Figura 16 — Curva de sobrevivéncia das cepas E. faecalis sresistentes a alguns dos
antibioticos testados, com N= 16 em G. mellonella.
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Figura 17 — Curva de sobrevivéncia das cepas E. faecium sensiveis a todos antibidticos
testados, com N= 16 em G. mellonella.
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Na analise de UFC/mL da hemolinfa da G.
mellonella,houve uma concordancia nos resultados em relacédo a curva de
sobrevivéncia, como mostra no grafico das cepas sensiveis de E. faecalis

(Figura 18), cepas resistentes de E. faecalis (Figura 19) e cepas sensiveis

de E. faecium (Figura 20).

Cepas de E. faecalis sensiveis aos antibioticos
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Figura 18 - Média e desvio padrdo dos dados de UFC/mL (Log) para contagem das 5
cepas clinicas de E. faecalis (isolados numeros 1, 2, 5, 8 e 14) sensiveis aos antibioticos.
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Cepas de E. faecalis resistentes aos antibidticos
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Figura 19 - Média e desvio padrdo dos dados de UFC/mL (Log) para contagem das 5
cepas clinicas de E. faecalis (isolados numeros 3, 6, 9,15 e 18) resistentes aos

antibioticos.
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Figura 20 - Média e desvio padrdao dos dados de UFC/mL (Log) para contagem das 2
cepas clinicas de E. faecalis (isolados numeros 4.2 e 7.3) sensiveis aos antibidticos.



6 DISCUSSAO

O género Enterococcus apresenta cerca de 12 espécies
isoladas de seres humanos que s&o consideradas patogénicas, sendo E.
faecalis e E. faecium as espécies de maior relevancia clinica em
infeccbes hospitalares (Sreeja et al., 2012). Assim, o objetivo desse
estudo foi isolar e identificar cepas de E. faecalis e E. faecium em canais
radiculares com infec¢gdes endodénticas e testar a sensibilidade desses
isolados as terapias antimicrobianas e a viruléncia no modelo
experimental de G. mellonella.

Em nosso estudo, o género Enterococcus foi encontrado
em 58% dos canais radiculares analisados, concordando com dados da
literatura, que demonstraram a alta prevaléncia desses micro-organismos
em infeccbes endodénticas. Dunny et al. (2014) estudaram a microbiota
presente em 54 dentes tratados endodonticamente e que apresentavam
lesdes periapicais persistentes. Houve crescimento bacteriano em 34
casos, sendo que a microbiota era composta predominantemente por uma
ou duas espécies de micro-organismos Gram-positivos. Os géneros mais
isolados foram Enterococcus, Peptostreptococcus, Actinomyces e
Streptococcus.

Além disso, foi observado nesse estudo que todos os
canais radiculares com cultura positiva para o género Enterococcus
apresentavam a espécie E. faecalis. que € um micro-organismo Gram-
positivo comumente detectado em infecgdes endoddnticas assintomaticas
persistentes. A sua prevaléncia nessas infecgdes varia entre 24 a 77%
(Gomes et al., 2004; Garcez et al., 2013; Endo et al., 2013). Estes dados
podem ser explicadas por diferentes fatores de sobrevivéncia e viruléncia

encontrados em E. faecalis, incluindo a sua capacidade de competir com
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outros micro-organismos, invadir tubulos dentinarios, formar biofilme, e
resistir a privagdo nutricional (Stuart et al., 2006).

Pinheiro (2004) relatou que E. faecalis foi a espécie
bacteriana mais frequentemente isolada dos canais radiculares com
fracasso do tratamento endoddntico, estando presente em 52,9% dos
canais com culturas positivas. Esses dados estdo de acordo com os
estudos prévios realizados por Molander et al. (1998), Sundqvist et al.
(1998) e Hancock et al. (2001), que isolaram essa espécie bacteriana em,
respectivamente, 47, 38 e 32% dos canais radiculares. Gomes et al.
(2006) identificaram E. faecalis em 46,6% pelo método da cultura, e em
76% através da analise do DNA das mesmas amostras em casos de
insucesso do tratamento endodéntico; confirmando que E. faecalis é
encontrado numa frequéncia ainda maior em casos de insucesso do
tratamento endodéntico quando métodos moleculares de identificacdo sao
utilizados.

A alta prevaléncia de E. faecalis em infecgbes
endodoénticas pode ser atribuida a sua intensa capacidade de colonizar os
sistemas de canais radiculares, utilizando-se dos substratos oriundos dos
fluidos dos tecidos conjuntivos subjacentes (osso alveolar e ligamento
periodontal). Também podem expressar alguns fatores de viruléncia,
como enzimas citoliticas, substancias de agregacéo e acido lipoteicdico.
Além disso, E. faecalis também pode interferir com a ativacdo dos
linfocitos e outros grupos celulares, contribuindo para o insucesso da
terapéutica endodéntica (Lee et al., 2004).

Apesar de muitos estudos anteriores terem sido
realizados para isolar e identificar E. faecalis de infecgdes endodonticas,
poucos estudos avaliaram a prevaléncia de E. faecium na cavidade bucal.
No presente estudo, dos 22 canais radiculares com culturas positivas para
0 género Enterococcus, apenas 2 apresentaram a espécie E. faecium.

Andrade et al. (2011) também avaliaram a prevaléncia de Enterococcus spp.
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em 35 canais radiculares com necrose pulpar, encontrando 33 canais com
E. faecalis e apenas 1 canal radicular com E. faecium.

Em nosso estudo, a identificagcdo dos isolados foi
realizada pelo sistema APl 20 STREP e confirmadas pelo método de
identificacdo molecular (PCR Multiplex). O método APl 20 STREP
apresentou resultados inconclusivos em 3 isolados de Enterococcus, que
foram identificados na analise molecular pelo método PCR multiplex
(Winston et al., 2004; Gomes et al., 2007). Gomes et al. (2007)
identificaram 52 cepas de Enterococcus spp. isoladas de amostras de
alimentos empregando-se duas metodologias: sistema API 20 STREP e
PCR multiplex. Os resultados obtidos revelaram que 78,9% dos isolados
apresentaram resultados diferentes nos dois testes utilizados. Apenas 6
E. faecalis e 5 E. faecium apresentaram resultados concordantes pelos
dois métodos. PCR multiplex permitiu a identificagdo completa de um
numero significantemente maior de Enterococcus do que o sistema API
20 STREP. A identificacdo de espécies de Enterococcus geralmente é
feita pelo método fenotipico convencional e testes bioquimicos, porém,
métodos moleculares estdo se tornando os testes de escolha para
identificacado bacteriana (Chingwaru et al., 2003).

As espécies de Enterococcus tem recebido maior atengao
nos ultimos anos devido ao aumento de cepas resistentes aos varios
antibidticos (Nes et al.,, 2014), incluindo eritromicina, tetraciclina,
cloranfenicol, e, mais recentemente, vancomicina (Morrison et al., 1997;
Shepard, Gilmore, 2002; Owens, 2008). Em nosso estudo, a analise da
susceptibilidade aos antibidticos foi realizada pelo método E-test, que é
um meétodo facil de utilizar e interpretar, além de ser confiavel para testar
a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias envolvidas em infeccdes
endodénticas (Jacinto et al., 2008; Skucaite et al., 2010). Foram
encontrados 6 isolados (27%) de E. faecalis resistentes aos antibidticos,
sendo 3 resistentes a tetraciclina, 2 a ciprofloxacina e 1 a azitromicina. Os

demais antibidticos, amoxicilina, amoxicilina + &acido clavulanico,
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eritromicina e vancomicina possuiram 100% de eficacia contra as cepas
estudadas. As duas cepa de E. faecium isolada foram sensiveis a todos
os antibidticos. Embora a emergéncia de cepas resistentes seja mais
pronunciada em infeccbes hospitalares ou sistémicas (Poeschl et al.,
2010), estudos de cepas de Enterococcus spp. isoladas de infecgoes
endodoénticas tém demonstrado o aparecimento de resisténcia bacteriana,
principalmente ao regime terapéutico convencional utilizado em
procedimentos odontoldgicos (Skucaite et al., 2010).

Lins et al. (2013) estudaram 20 isolados de E. faecalis de
43 pacientes com infeccdes endoddnticas primarias. A susceptibilidade
aos antimicrobianos foi determinada por disco-difusdo em agar, no qual
todos os isolados foram considerados sensiveis a penicilina G,
eritromicina e vancomicina. Os autores observaram ainda que E. faecalis
apresentou resisténcia a tetraciclina, antibidtico comumente administrado
para combater as infeccbes orais, concordando com os resultados do
presente estudo.

Pinheiro (2003) encontrou 100% de susceptibilidade a
benzilpenicilina, amoxicilina e amoxicilina + acido clavulanico das cepas
de E. faecalis, E. faecium, A. viscosus e S. aureus, sendo estes
antimicrobianos os mais comumente utilizadas na pratica endodontica
.Esse resultado confirma a utilizacdo da penicilina e seus derivados como
antibioticos de primeira escolha no tratamento de infec¢cdes de origem
endodéntica e como utilizagdo na terapéutica profilatica contra a
endocardite bacteriana (Jacinto et al., 2008; Skucaite et al., 2010). Rams
et al. (2013) encontraram 10,6% de resisténcia intermediaria a
ciprofloxacina nos isolados observados de E. faecalis e Pinheiro et al.
(2003) comprovaram que E. faecalis foram susceptiveis a benzilpenicilina,
amoxicilina e amoxicilina + acido clavulanico e apresentaram resisténcia a
eritromicina e azitromicina.

Na analise da sensibilidade das cepas de Enterococcus a

terapia fotodinamica, foi observado que a PDT causou reducao de 3,7 a
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4,1 logo para as cepas de E. faecalis e 3,9 a 4,2 para as cepas de E.
faecium (cepas padrao e clinicas). A eficacia da PDT sobre cepas de E.
faecalis ja foi bastante estudada na literatura. Garcez et al. (2013)
avaliaram a eficacia da terapia fotodinamica em cepas de E. faecalis,
utilizando azul de metileno em conjunto com laser de diodo a 660nm.
Essas cepas foram inoculadas em canais radiculares de 10 dentes
humanos durante 3 dias, e depois avaliadas pela microscopia eletrénica
de varredura e imagens de bioluminescéncia. Foi encontrada uma
reducdo de 88,7% no biofilme formado apds a realizacido da terapia
fotodindmica. Esta terapia foi capaz de agir sobre as células, promovendo
morte e alteragbes da membrana, e também sobre a matriz extracelular,
desestruturando o biofilme.

Em relacdo a terapia fotodindmica sobre E. faecium,
existe apenas um unico trabalho publicado na literatura, que foi
desenvolvido recentemente por Chibebe et al. (2013). Esses autores
testaram a eficacia da PDT no tratamento de infecgdes induzidas por E.
faecium no modelo hospedeiro de larvas de G. mellonella. Foram testadas
cepas de E. faecium sensiveis e resistentes a vancomicina, que foram
isoladas do sangue ou de lesdes de pacientes hospitalizados. Os
resultados demonstraram que todas as cepas de E. faecium foram
sensiveis a terapia fotodindmica, entretanto as cepas resistentes a
vancomicina foram menos suscetiveis a PDT.

Um dos aspectos mais promissores da PDT & que micro-
organismos resistentes aos antibidticos convencionais podem ser mortos
pelas espécies oxidantes geradas por excitagdo da luz. Nesse estudo, a
PDT foi eficaz na inativacado tanto das cepas de E. faecalis sensiveis aos
antibidticos, quanto nas cepas resistentes, porém as maiores reducdes
microbianas foram alcangadas quando a PDT foi aplicada sobre as cepas
sensiveis aos antibiéticos convencionais. Esses dados sugerem o

desenvolvimento de estudos adicionais para aumentar a eficacia da PDT
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sobre cepas de micro-organismos resistentes aos antibidticos
convencionais.

O uso de G. mellonella, como modelo de infecgéo
experimental, estd se tornando bastante frequente para o estudo da
patogenicidade de micro-organismos. O nosso estudo mostrou que as
bactérias E. faecalis e E. faecium foram capazes de estabelecer infecgao
letal nesse modelo hospedeiro. Entretanto, foi possivel verificar que o
grau de patogenicidade variou de acordo com as cepas testadas, tanto
para a espécie E. faecalis como para a espécie E. faecium.

Esse resultado concorda com alguns trabalhos publicados
na literatura. Laplante et. al. (2014) estudaram cepas de E. faecalis e E.
faecium resistentes ao antibidético vancomicina no modelo de G.
mellonella. Foi observado que as cepas numeros 5 e 8 mataram os
animais infectados em 168 horas e a cepa 15 matou os animais
infectados em 240 horas. Serror et. al. (2009) também verificaram que
somente algumas cepas de E. faecalis e E. faecium foram virulentas para
o modelo animal invertebrado de G. mellonella, confirmando a

patogencidade dependente das cepas de E. faecalis e E. faecium.



7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, concluiu-se que:

O género Enterococcus foi encontrado em 58% dos canais
radiculares com infecgcbdes endodénticas;

Entre os canais radiculares com cultura positiva para o género
Enterococcus, 100% apresentaram E. faecalis e dois canais
radiculares apresentaram E. faecium;

27% dos isolados de E. faecalis foram resistentes aos
antibiéticos convencionais, incluindo tetraciclina, ciprofloxacina
e azitromicina;

As 2 cepas de E. faecium isoladas foram sensiveis a todos os
antibioticos estudados;

Nao foram encontradas cepas de E. faecalis e E. faecium
resistentes a vancomicina, mas os 7 isolados de E. faecalis
apresentaram sensibilidade intermediaria a esse antibiotico;

A PDT foi eficaz para todas as cepas de E. faecalis e E.
faecium testadas;

Tanto para E. faecalis como para E. faecium, a viruléncia no
modelo hospedeiro de G. mellonella foi dependente das cepas

estudadas;
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Apresentacdo do Projeto:

E. faecium esta se tornando um dos mais temidos micro-organismos em infecgdes ospitalares, por
apresentar maior facilidade em adquirir resisténcia aos antibiéticos do que E. faecalis. Entretanto, faltam
estudos voltados para o isolamento e identificagdo de E. faecium na cavidade bucal. Os objetivos deste
trabalho serdo isolar e identificar cepas de E. faecalis e E. faecium em canais radiculares com infecgoes
endoddnticas e comparar as cepas de E. faecalis e E. faecium em relagdo a sensibilidade aos antibiéticos
convencionais e a terapia fotodinadmica antimicrobiana (PDT). Além disso, essas espécies serédo
comparadas quanto a viruléncia in vivo, utilizando o modelo de infecgdo experimental de G. mellonella. As
cepas de E. faecalis e E. faecium isoladas de canais radiculares seréo identificadas pelo sistema Rapid ID
32 Strep e PCR multiplex. Todos os isolados identificados como E. faecalis e E. faecium, serdo testadas
quanto a sensibilidade aos antibiéticos pelo método E-test para determinagdo da concentragéo inibitoria
minima (MIC). Serdo testados os seguintes antibiéticos de uso clinico: amoxicilina, amoxicilina + acido
clavulanico, eritromicina, azitromicina, tetraciclina e ciprofloxacina. O antibiotico vancomicina também sera
incluido com o objetivo de identificar cepas resistentes a vancomicina (VRE) na cavidade bucal. A seguir,
serdo selecionadas algumas cepas de E. faecalis e E. faecium sensiveis e resistentes aos antibiéticos
convencionais para testes de sensibilidade in vitro a terapia fotodindmica antimicrobiana. Cada
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cepa sera submetida a 4 condigbes experimentais: Fotossensibilizador e Laser (F+L+), Solugéo fisiolégica e
Laser (F-L+), Fotossensibilizador sem Laser (F+L-) e Solug3o fisiologica sem Laser como grupo controle (F-
L-). A seguir, serédo realizados dois ensaios experimentais: 1) diluicdes seriadas e semeaduras em agar
Infuso Cérebro-Coragéo para contagem de unidades formadoras de colonias (UFC/mL), e 2) semeadura em
Caldo Infuso Cérebro Coragédo para avaliagdo da viabilidade das culturas e determinagéo do efeito
bactericida tardio da PDT. A viruléncia das cepas de E. faecalis e E. faecium serdo testadas in vivo no
modelo de infecgdo experimental de G. mellonella por meio da analise da curva de sobrevivéncia das larvas
de G. mellonella e por estudos de cultura de tecido para quantificagdo de UFC/mL de células bacterianas
presentes na hemolinfa desses animais. Os dados de UFC/mL obtidos na terapia fotodindmica e na infecgédo
em G. mellonella serdo submetidos & andlise de varidncia e teste de Tukey (p0,05). Os dados obtidos na
curva de sobrevivéncia de G. mellonella serdo analisados pelo método de Log-rank. Em todos os testes,
sera considerado nivel de significancia de 5%.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo desse estudo sera isolar e identificar cepas de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium em
canais radiculares com infecgées endodonticas e testar esses isolados quanto a sensibilidade as terapias
antimicrobianas e a viruléncia no modelo hospedeiro de G. mellonella.

Objetivo Secundario:

-Isolar e Identificar cepas de E. faecalis e E. faecium em canais radiculares com infecgdes endodénticas; -
Determinar a Concentragao Inibitoria Minima (MIC) dos antibioticos convencionais para diferentes isolados
clinicos de E. faecalis e E. faecium;

-Avaliar a agdo da terapia fotodindmica antimicrobiana (PDT) sobre E. faecalis e E. faecium, comparando
isolados sensiveis e resistentes aos antibiéticos convencionais em relagéo a sensibilidade a PDT;
-Analisar a viruléncia das cepas de E. faecalis e E. faecium no modelo de infecgdo experimental de G.
mellonella por meio da curva de sobrevivéncia e cultura de tecidos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
As coletas microbioldgicas ndo oferecem riscos aos pacientes.
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Beneficios:

O conhecimento sobre os micro-organismos presentes nas infecgées endodénticas, bem como o perfil de
sensibilidade dos mesmos aos antibiéticos é fundamental para o sucesso do tratamento dessas infecgdes.
Além disso, o desenvolvimento de novas terapias, como a terapia fotodinamica antimicrobiana, € importante
para o controle de micro-organismos resistentes aos antibiéticos convencionais.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Metodologia Proposta:

Selegdo dos pacientes: Os pacientes serdo selecionados por especialistas da Clinica de Endodontia do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de S&o José dos Campos.
Seréo selecionados 30 a 50 dentes para realizagdo da coleta microbiolégica (dentes anteriores ou pré-
molares) que apresentarem integridade do elemento ou presenga de selamento com material restaurador,
auséncia de bolsas periodontais com profundidade maior que 4 mm devido a possibilidade da lesdo endo-
periodontal, e possibilidade de realizagédo de isolamento absoluto adequado. No dia da abertura coronaria
para o tratamento endoddntico, sera feito a

2004).A importancia clinica de infecgdes endodénticas por Enterococcus tem estimulado o desenvolvimento
de pesquisas com o objetivo de identificar, controlar e tratar a sua ocorréncia. No entanto, essas espécies
bacterianas sdo de dificil cultivo e identificagéo dentro das técnicas de diagndstico convencionais, o que
pode dificultar ou mesmo impossibilitar sua detecgdo, podendo conduzir a uma estimativa errénea referente
ao papel de determinadas espécies bacterianas envolvidas na infecgdo do sistema de canais radiculares
(Silva et al., 2008). Nesse contexto, surgem os métodos baseados na andlise de DNA bacteriano, que tém
sido aplicados com sucesso (Delgado et al., 2004). A identificagdo ao nivel de espécie, utilizando PCR com
iniciadores especificos € um método valioso e pode substituir os testes microbiolégicos convencionais que
sdo de outro modo necessarios para identificar as espécies utilizando abordagens fenotipicas (Jackson et
al., 2004). PCR multiplex com primers especificos € uma ferramenta molecular simples que permite a
identificagéo rapida e precisa de Enterococcus (Layton et al., 2010; Castillo-Rojas et al., 2013). O aumento
da resisténcia das bactérias aos antibioticos tem emergido como um dos mais importantes desafios clinicos
deste século, destacando a necessidade no desenvolvimento de tratamentos antimicrobianos alternativos,
como a terapia fotodinamica (PDT) (Oriel e Nitzan, 2010). Esta terapia consiste na associagdo de um
fotossensibilizador exégeno e uma fonte de luz com comprimento de onda adequado, iniciando uma reagéo
celular fotoquimica que causa danos oxidativos as células de organismos procarioticos e eucariéticos
(Souza et al., 2010). A PDT possui
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vérias caracteristicas favoraveis para o tratamento de infecgdes originadas por micro-organismos
patogénicos, incluindo um amplo espectro de agéo, inativagéo eficiente de cepas resistentes aos antibiéticos
e baixo potencial mutagénico (Junqueira et al., 2009; Dovigo et al. 2009).Na literatura existem varios estudos
sobre a aplicag&o da terapia fotodinamica em cepas de E. faecalis (Foshi et al. 2007; Souza et al. 2010;
Nunes et al. 2011, Garcez et al. 2013). Garcez et al. (2013) estudaram a terapia fotodinamica antimicrobiana
(PDT), utilizando uma fibra difusora éptica, para o tratamento de infecges endodénticas. Foram utilizados
50 dentes recém-extraidos, que apos esterilizados, foram contaminados com E. faecalis durante trés dias.
Amostras microbiolégicas do canal foram feitas antes e depois do tratamento endodéntico com PDT. Os
resultados demonstraram redugéo de 85 a 99% desse micro-organismo no canal radicular, sugerindo que a
utilizagdo da PDT no tratamento endodéntico é de grande eficacia para o controle de E. faecalis.Em relagio
a aplicagdo da terapia fotodindmica sobre E. faecium, existe apenas um Unico trabalho publicado na
literatura, que foi desenvolvido recentemente por Chibebe et al. (2013). Esses autores testaram a eficacia da
PDT no tratamento de infecgdes induzidas por E. faecium no modelo hospedeiro de larvas de G. mellonella.
Foram testadas cepas de E. faecium sensiveis e resistentes a vancomicina, que foram isoladas do sangue
ou de lesdes de pacientes hospitalizados. Os resultados demonstraram que as cepas de E. faecium foram
sensiveis a terapia fotodinamica, entretanto as cepas resistentes & vancomicina foram menos susceptiveis a
terapia fotodindmica. Atualmente, o modelo invertebrado de infeccdo experimental de G. mellonella tem sido
considerado um método inovador e muito promissor para o estudo da viruléncia de patégenos microbianos.
Até o momento, modelos in vivo para o estudo de infecgdes microbianas eram escassos e restritos a ratos e
camundongos. Nos ultimos anos, modelos de infecgdo em invertebrados foram desenvolvidos por
apresentarem inimeras vantagens em relagdo aos modelos de mamiferos, como baixo custo, facilidade de
manuseio, possibilidade de trabalho em grande escala e por ndo envolverem questdes éticas. Entre os
varios modelos de invertebrados podemos citar a ameba Acanthamoeba castellanii, o nematodo
Caenorhabditis elegans e os insetos Drosophila melanogaster e Galleria mellonella (Cotter et al. 2000,
Pukkila-Worley et al. 2009, Rowan et al. 2009, Fuchs et al. 2010, Junqueira 2012). Galleria mellonella tem
sido utilizada com sucesso como modelo para a patogénese microbiana porque apresenta tamanho
suficiente (aproximadamente 5 cm de comprimento) para inje¢do de um indculo padronizado de C. albicans
ou de medicamentos antiflngicos. Além disso, as lagartas de G. mellonella apresentam hemolinfa com
varios tipos de hemdcitos, que possuem um papel importante na defesa contra patégenos. Em relagéo aos
outros modelos de invertebrados, G. mellonella apresenta a vantagem de poder ser
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mantida em temperaturas entre 25 a 37°C, aproximando-se das condigdes de temperatura em que os
fungos sdo encontrados na natureza ou no hospedeiro. (Mylonakis & Aballay 2005, Chamillos et al. 2007,
Fuchs & Mylonakis 2006, Mylonakis 2008, Fuchs et al. 2010). G. mellonella tem sido usada com sucesso
para estudar a patogénese da infec¢do de varios patogenos, incluindo Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Francisella tularensis, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e
Streptococcus spp. (Fuchs et al. 2010, Abranches et al. 2011, Olsen et al. 2011, Junqueira et al. 2011).
Sendo assim, o objetivo desse trabalho sera verificar a prevaléncia de E. faecalis e E. faecium em infecgdes
endodonticas, bem como comparar os isolados de E. faecalis com os isolados de E. faecium em relagéo a
sensibilidade as terapias antimicrobianas e a viruléncia no modelo de infecgdo experimental em G.
mellonella.

Tamanho da Amostra no Brasil: 50

profilaxia no elemento alvo e bochecho com solugdo de gluconato de clorexidina (0,12%) durante um
minuto, apos o isolamento absoluto sera realizada a anti-sepsia do dente e ao redor dele com Peréxido de
hidrogénio & 30%, Hipoclorito de sodio 4 2,5% e Tiosulfato de sédio & 5%, por 30 segundos cada um
separadamente. Coleta microbiolégica das amostras do canal radicular: Apés a abertura coronaria e a
exposicao do tecido pulpar, as amostras serdo coletadas com o auxilio de 4 cones de papel absorventes
esterilizados e de numeragédo compativel com o canal radicular (Endopoints Ind. Com. Ltda., RJ), os quais
serdo introduzidos no canal radicular até o comprimento pré-odontométrico (estabelecido na odontometria),
permanecendo por 60 segundos. Em seguida os quatro cones serdo transferidos para tubos contendo 3 mL
do meio de solugdo salina tamponada (PBS, pH 7,2), e assim, transportados para o laboratério de
microbiologia. Isolamento das amostras: As amostras serdo homogeneizadas em vortex por 60 segundos e
diluidas em solugdo salina tamponada. Aliquotas de 0,1 mL de diluigbes pré-estabelecidas serédo
transferidas e semeadas em duplicata, em placas contendo meio seletivo para Enterococcus (m-
Enterocccos agar). As placas inoculadas serdo incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas.
Apbs o crescimento, colbnias sugestivas de E. faecalis e E. faecium pela morfologia e coloragdo de Gram,
serdo semeadas em tubos de ensaio contendo agar Infuso Cérebro-Coragéo Inclinado (Difco, Detroit, EUA)
para realizagdo dos testes de identificagdo fenotipica. Além disso, para a confirmacdo por identificagdo
molecular, essas cepas serdo semeadas em Caldo Infuso Cérebro-Coragdo (BHI) e estocadas a -80°C.
Identificagdo das amostras: A identificagéo fenotipica sera realizada pelo sistema Rapid ID 32 Strep (Bio
Merieux, Franca) seguindo as recomendagdes do fabricante. As cepas identificadas como E. faecalis e E.
faecium serdo confirmadas pelo método de identificagédo
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molecular (PCR Multiplex).Apés o plaqueamento em meio seletivo para Enteroccoccus, as colbnias serdo
dissolvidas em 180 pL do tampao de lise contendo 20 mg/mL lisozima, 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA e 1,2%
Triton X-100, e posteriormente, incubadas a 37°C por 30 minutos. O DNA cromossémico sera extraido pelo
QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) conforme recomendagdes do fabricante, e sua quantificagdo realizada no
espectrofotdmetro Nanodrop (ND-800, Thermo Scientific). O método de PCR Multiplex sera utilizado para
identificar e diferenciar as espécies de E. faecalis e E. faecium conforme descrito por Layton et al. (2010).

Critério de Inclusdo: Serao incluidos no estudo, pacientes adultos com mais de 21 anos de idade, sem
distingdo de sexo ou raga e apresentando no arco dentario pelo menos um elemento dentario com indicios
clinicos e radiograficos de necessidade de tratamento endodéntico. Os pacientes selecionados serdo
submetidos a uma anamnese e exames clinicos adequados, além de uma completa avaliagéo radiogréafica
bucal panoramica e periapical.

Critério de Exclusdo: Os pacientes serdo excluidos se apresentarem qualquer patologia que contra-indique o
tratamento endododntico ou se utilizarem medicagdo antibidtica por pelo menos trés meses antes do
procedimento endodontico.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Avaliamos que o TCLE é de facil compreens&o para o participante de pesquisa.

Recomendagdes:
Nao apresentamos.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Avaliamos que o projeto apresentado traz as informagGes necessarias para elucidar seu desenvolvimento.
Além do mais ndo oferece riscos aos participantes da pesquisa, pois, apenas sera colhido material.
Portanto, concluimos que a pesquisa é relevante pela grande incidéncia dos micro-organismos citados,
podendo contribuir com melhoria do tratamento.

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néao

Consideragdes Finais a critério do CEP:
O Colegiado aprova o parecer do relator.
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SAO JOSE DOS CAMPOS, 27 de Novembro de 2013

Assinador por:
JANETE DIAS ALMEIDA
(Coordenador)
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Caro(a) Senhor(a)

Eu, ANA CAROLINA CHIPOLETTI DOS SANTOS, aluna de mestrado do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos / UNESP, portadora
do CPF 367.548.848-94, estabelecida a Rua Suica, n° 2240, na cidade de
Pindamonhangaba-SP, telefone para contato n° (12) 91467472, vou realizar uma
pesquisa cujo titulo é “PREVALENCIA, VIRULENCIA E SENSIBILIDADE AS
TERAPIAS ANTIMICROBIANAS DAS CEPAS DE Enterococcus faecalis E
Enterococcus faecium ISOLADAS DE INFECCOES ENDODONTICAS”.

Os objetivos desse trabalho serdo isolar e identificar micro-organismos
presentes nos canais radiculares e estudar a resposta desses micro-organismos
aos tratamentos convencionais e aos tratamentos mais modernos, como a
terapia fotodindmica. Além disso, sera estudada também a capacidade desses
micro-organismos em causar doengas.

Para realizagdo desse estudo, serdo coletadas amostras do canal radicular
com cones de papel absorvente. Essas amostras serdo transportadas para o
Laboratério de Microbiologia, onde serdo realizadas todas as etapas do estudo
proposto. O Sr.(a) tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo,
sobre qualquer esclarecimento de eventuais duvidas e sobre o andamento do
trabalho.

Se tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos /
UNESP, situado na Av. Eng. Francisco José Longo, n° 777,
Jardim S&o Dimas, CEP: 12245-000 - S&o José dos Campos-SP, Telefone: (12)
3947-9000 Fax: (12) 3947-9010. Informo que sera garantida a liberdade da
retirada do consentimento a qualquer momento e assim deixar de participar do
estudo. Também n&o havera custo nem pagamento pela Colaboragéo.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Acredito ter sido esclarecido(a) a respeito das informagdes que leram para
mim, descrevendo o estudo a ser realizado e concordo em participar sabendo
quais os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes, e que minha
participagao nao implicara em nenhuma despesa.

NOME/RESPONSAVEL

RG: CPF:

Endereco:

Assinatura do Responsavel Assinatura do Pesquisador



APENDICE A - Ficha clinica do paciente

Nome:

84

Numero do dente:
Género: ( ) Masculino ( ) Feminino

Data de Nascimento: /]

Data da Coleta da Amostra: /[ ]

Infeccao: ( ) primaria ( ) recidiva

Inicio do Tratamento: /]

Vitalidade pulpar: ( ) Polpa viva ( ) Polpa morta
Lesao periapical: ( )sim () néao

Exudato: ( ) sim ( ) n&o

Fistula: ( ) sim ( )nao

Dor: () sim ( )nédo



