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Santos ACC. Formacdo de biofilmes monotipicos e heterotipicos por Enterococcus
faecalis E Enterococcus faecium em dentina radicular [tese]. S&o José dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia,;
2018.

RESUMO

E. faecalis e E. faecium possuem grande relevancia nas infeccbes hospitalares por
apresentarem facilidade em adquirir resisténcia aos antibioticos. E. faecalis também
apresentam alta prevaléncia nas infec¢coes endododnticas, entretanto a importancia
de E. faecium para a odontologia ainda precisa ser esclarecida. Assim, o objetivo
desse estudo foi comparar cepas clinicas de E. faecium com as cepas de E. faecalis
em relacdo a capacidade de formacéo de biofilme na dentina radicular e penetracéo
nos tubulos dentinarios. Além disso, foi avaliada a interacdo dessas espécies em
biofilmes mistos. Para a realizacdo desse estudo, foram utilizadas cepas clinicas,
previamante, isoladas de canais radiculares com infec¢bes endoddnticas e
identificadas pelo PCR multiplex. Entre as cepas isoladas, foram selecionadas 4
cepas de E. faecalis e 2 cepas de E. faecium. Primeiramente, foi realizado a
formacao dos biofilmes monotipicos das cepas de E. faecalis e E. faecium sobre
dentinas radiculares de dentes bovinos. Os biofilmes foram formados em placas de
microtitulacao por diferentes tempos: 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96 e 120 horas. Os biofilmes
formados foram, entdo, analisados pela contagem de células viaveis (UFC/mL) e
quantificacdo da biomassa total (método do cristal violeta). Além disso, os biofilmes
foram analisados por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) procurando-se
observar a penetracdo das células de E. faecalis e E. faecium nos tubulos
dentinérios. A seguir foram formados biofilmes heterotipicos de E. faecalis e E.
faecium para estudo das interacdes ecoldgicas estabelecidas entre as espécies. A
analise dos biofilmes heterotipicos foi feita pela quantificacdo da biomassa total
(cristal violeta) procurando-se detectar a presenca de relacdes sinérgicas ou
antagobnicas. Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e
teste de Tukey, considerando-se nivel de 5%. Os resultados obtidos na contagem de
UFC/mL dos biofilmes monotipicos, revelaram que as 6 cepas testadas apresentam
grande capacidade para formar biofiimes na dentina radicular, alcancando valores
de UFC/mL entre 8 a 12 log de acordo com o tempo de observagcdo. Em relacdo a
analise das imagens de MEV, as cepas clinicas de E. faecalis e E. faecium
demonstraram capacidade semelhante para formar biofilmes e penetrar nos tubulos
dentinarios. Na comparacdo da quantificacdo da biomassa dos biofilmes
monotipicos e heterotipicos, observamos que a interacdo das cepas clinicas E.
faecalis e E. faecium favoreceu a adeséo e crescimento do biofilme. Assim, concluiu-
se gue as cepas de E. faecalis e E. faecium apresentam a mesma capacidade de
formar biofilmes sobre a superficie radicular. Além disso, em biofilmes mistos, essas
duas espécies estabelecem relagbes ecoldgicas sinérgicas, aumentando
significativamente a formacao de biofilmes.

Palavras-chave: Enterococcus faecalis. Enterococcus faecium. Dentina Radicular.
Interacdes Microbianas. Biofilme.



Santos ACC. Formation of monotypic and heterotypic biofilm by Enterococcus
faecalis E Enterococcus faecium in root dentin [doctorate thesis]. Sdo José dos
Campos (SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2018.

ABSTRACT

E. faecalis and E. faecium have a high relevance in hospital infections because they
are easy to acquire resistance to antibiotics. E. faecalis also present high prevalence
in endodontic infections, however the importance of E. faecium for dentistry still
needs to be clarified. Thus, the objective of this study was to compare clinical strains
of E. faecium with strains of E. faecalis in relation to the capacity of biofilm formation
in root dentin and penetration into the dentin tubules. In addition, the interaction of
these species in mixed biofilms was evaluated. In order to perform this study, clinical
strains were used, pre-determined, isolated from root canals with endodontic
infections and identified by multiplex PCR. Among the isolated strains, 4 strains of E.
faecalis and 2 strains of E. faecium were selected. Firstly, the formation of the
monotypic biofilms of the strains of E. faecalis and E. faecium on root dentin of
bovine teeth was carried out. The biofilms were formed in microtiter plates at different
times: 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96 and 120 hours. The biofilms formed were then analyzed
by counting viable cells (CFU / mL) and quantification of total biomass (violet crystal
method). In addition, the biofilms were analyzed by Scanning Electron Microscopy
(SEM), aiming to observe the penetration of E. faecalis and E. faecium cells into the
dentin tubules. Then, heterophilic biofilms of E. faecalis and E. faecium were formed
to study the ecological interactions established between the species. The analysis of
the heterotypic biofilms was made by quantifying the total biomass (violet crystal) in
order to detect the presence of synergistic or antagonistic relationships The results
were submitted to Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey test, considering a level
of 5%. The results obtained in the CFU / mL count of the monotypic biofilms revealed
that the six strains tested had a great capacity to form biofilms in the root dentin,
reaching values of CFU / mL between 8 and 12 log according to the time of
observation. In relation to SEM images, the clinical strains of E. faecalis and E.
faecium demonstrated similar capacity to form biofilms and to penetrate the dentinal
tubules. In the comparison of the biomass quantification of the monotypic and
heterotypic biofilms, we observed that the interaction of the clinical strains E. faecalis
and E. faecium favored the adhesion and growth of the biofilm. Thus, it was
concluded that strains of E. faecalis and E. faecium have the same ability to form
biofilms on the root surface. In addition, in mixed biofilms, these two species
establish synergistic ecological relationships, significantly increasing the formation of
biofilms.

Keywords: Enterococcus faecalis. Enterococcus faecium. Dentin Radicular. Microbial
interactions. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

Enterococcus constituem um género de bactérias amplamente distribuidas
no meio ambiente, tais como solo, agua, alimentos e plantas, podendo estar
presente na microbiota intestinal de seres humanos e animais saudaveis. Apesar de
serem encontrados no trato gastrointestinal de seres humanos como micro-
organismos comensais, também podem se tornar patdgenos oportunistas em
individuos hospitalizados, cujo sistema imunoldgico esteja comprometido ou que
tenham recebido terapia antibidtica de largo espectro por periodos prolongados
(Arias et al., 2010; Castillo-Rojas et al., 2013).

Esse género de bactérias € constituido por mais de 30 espécies, nas quais
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium correspondem a maioria dos isolados
de infeccbes nosocomiais, sendo que as outras espécies deste género representam
apenas 10% dos isolados. E. faecium e E. faecalis, estdo frequentemente
relacionados com bacteremia, septicemia, infecgdes do trato urinario, infecgdes de
feridas, meningites e endocardites (Kense, Landman, 2011; Zou et al., 2011). Desse
modo, Enterococcus representam o terceiro patdbgeno nosocomial mais prevalente
em todo o mundo (Bereket et al., 2012).

A prevaléncia de E. faecalis e E. faecium passou por mudancas ao longo
dos anos. E. faecium emergiu como um dos mais importantes patdgenos em
infeccdes associadas aos cuidados de salde em todo o mundo devido a sua
resisténcia intrinsecamente adquirida a varios antibioticos, incluindo a vancomicina.
A capacidade intrinsica e a facilidade em adquirir resisténcia aos diversos
antibiéticos, faz com que E. faecium seja um dos mais temidos micro-organismos em
infeccbes hospitalares (Panesso et al., 2010). As infec¢cdes causadas por
Enterococcus faecium vancomicina resistentes (VRE) sdo uma das principais causas
de morbilidade e mortalidade em pacientes hospitalizados com compromentimento
do sistema imunoldgico (Tang et al., 2016; Lewis et al., 2016; Tripathi et al., 2016).

As infec¢des enterocdcicas hospitalares podem ser divididas em duas fases
distintas, a primeira surgiu no final da década de 1970 e foi associada com a
introducéo 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, essa nova fase esta
diretamente associada ao aumento do uso de vancomicina e outros antibiéticos de
amplo espectro (Willems, Schaik, 2009). Nesta fase, E. faecium passou a ser
responsavel por grande parte das infec¢cdes enterococicas, posto que apresenta
maior resisténcia a vancomicina e ampicilina do que E. faecalis (Arias, Murray,
2012).

Devido a resisténcia adquirida aos antibioticos, como a vancomicina, E.
faecium esta sendo isolado de 38 a 75% das infec¢Bes por Enterococcus, portanto
E. faecium vem tornando-se ao longo dos anos um patégeno tdo comum em
infeccbes hospitalares 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, Zilberberg, 2009), e
atualmente a porcentagem de isolados resistentes a vancomicina corresponde a
80% das cepas de E. faecium enquanto 5% das cepas de E. faecalis (Arias, Murray,
2008; Hidron et al., 2008).

O género Enterococcus também apresenta grande relevancia na
odontologia, sendo E. faecalis a principal espécie relacionada com infeccbes
endodonticas. 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 endodéntica. Na
literatura existem muitos estudos que comprovaram a alta prevaléncia de E. faecalis
em canais radiculares (Molander et al., 1998; Sundqgvist et al., 1998; Noda et al.,
2000., Pinheiro et al., 2003), entretanto poucos estudos avaliaram a prevaléncia de
E. faecium.

A presenca de Enterococcus no interior de canais tem sido associada as
infeccbes endodobnticas persistentes (Dahlén et al.,, 2012), o que tem induzido o
desenvolvimento de pesquisas para avaliar a efetividade da agédo antimicrobiana de
medicamentos intracanais contra estes micro-organismos (Kopper, 2007). A
persisténcia das infec¢cdes endododnticas tem sido atribuida a permanéncia dessas
bactérias em areas de dificil acesso, como lacunas de reabsor¢do, cemento, canais

laterais, tubulos dentinarios e leséo periapical (Costa et al., 2010).
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A alta prevaléncia de E. faecalis em infecgcdes endodbnticas 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). Esses micro-organismos
também podem expressar alguns fatores de viruléncia, como enzimas citoliticas,
substancias de agregacao e acido lipoteicaico.

Silva et al. (2014) relataram que E. faecalis é capaz de sobreviver por longos
periodos sem nutrientes e tem a capacidade de invadir tubulos dentinarios que o
protegem contra os agentes antimicrobianos usados na endodontia. Aléem disso, E.
faecalis também pode interferir na resposta imune do hospedeiro, suprimindo-a com
a inativacdo dos linfocitos e outros grupos celulares, contribuindo dessa forma para
0 insucesso da terapéutica endodontica (Lee et al., 2004).

Além do género Enterococcus ser resistente ao tratamento endoddntico
quimico e mecanico, esse tem capacidade de formar biofilmes, dificultando a
penetracdo dos medicamentos e reduzindo a eficacia dos mesmos. Os biofilmes séo
estruturas tridimensionais complexas de micro-organismos embebidos em uma
matriz extracelular, composta por glicoproteinas e polissacarideos, aderidas a uma
superficie solida (Zijnge et al., 2010; Jorge, 2012). Os biofilmes constituem
importante sistema de adesdo bacteriana com grande relevancia clinica devido a
sua alta resisténcia aos antimicrobianos (Thein et al., 2009; Zijnge et al., 2010).
Albuquerque et al. (2015) demonstraram que E. faecalis possuem capacidade de se
organizar em biofilme em dentinas radiculares de dentes humanos. Apos cinco dias
da inducdo de formagao de biofilme, os micro-organismos formaram uma camada
espessa de biofilme, sendo capazes de penetrar nos tubulos dentinarios. Esses
dados sugerem que a formacdo de biofilme em dentinas radiculares pode ter uma
participacéo significativa nas infec¢coes endodonticas.

A incapacidade da remocdo de bactérias nos biofilmes radiculares
representa um fator causador da doenca pulpar e lesdes perirradiculares. O sucesso
do tratamento endodéntico depende principalmente da remocdo bem sucedida de
micro-organimos do sistema de canal radicular infectado. Yadav et al. (2017)
avaliaram o efeito antibacteriano de quitosana 0,25%, quitosana 0,5%, clorexidina
2% e hipoclorito de sodio a 3% como agentes de desinfec¢cdo contra Enterococcus
faecalis. Segundo Yadav et al. (2017), o tipo de antimicrobiano e as variagées nas
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concentracdes quimicas desses irrigantes também pode ter impacto diferente sobre
a polpa, tecidos necréticos e micro-organismos. Hipoclorito de sédio (NaOCI) é o
irrigante mais utilizado em tratamento endodoéntico, tem uma boa capacidade de
dissolucdo do tecido antimicrobiano e organico, mas é téxico para os tecidos
periapicais e enfraquece a dentina, reduzindo sua resisténcia a flexado e resiliéncia,
tornando-a mais suscetivel a deformacéo e possivelmente fraturas. A clorexidina tem
sido sugerida como uma alternativa a NaOCIl, sendo amplamente utilizada na
odontologia como um enxaguante antimicrobiano em periodontia e como irrigante
eficaz na endodontia, por mostrar um efeito antibacteriano residual prolongado e
uma relativa auséncia de toxicidade. Entretanto, seu uso como irrigante endodontico
deve ser restrito porque pode descolorir os dentes e também tem pouca capacidade
de dissolucdo do tecido. Outros efeitos secundarios incluem perda de sensacédo da
mucosa oral, ressecamento subjetivo da cavidade oral e descoloracdo da lingua.
Para avaliar os efeitos antimicrobianos desses irrigantes na formacgao de biofilmes,
esses autores colocaram cada irrigante separadamente em pocos de placas de 24
pocos contendo suspensédo bacteriana e espécime de dentes bovinos. Neste estudo
Clorexidina, NaOCI e quitosana nas concentracdes testadas reduziram o biofilme
com Enterococcus faecalis significativamente, mas a baixa toxicidade com quitosana
nas duas concentracdes favoreceu seu uso como irrigante do canal radicular como
uma alternativa, considerando as varias propriedades indesejaveis de NaOCI e
clorexidina.

Almaroof et al. (2017) realizaram um trabalho com o objetivo de desinfectar
0s canais radiculares antes do material obturador tomar presa, adicionando
mondmero EgMA a 20% em dois materiais adesivos utilizados para obturar o canal
radicular. Esse trabalho foi realizado a partir de formagéo de biofilme de E. faecalis
em raizes de dentes bovinos e avaliado quantativamente através de difusdo em
agar, verificando halos de inibicdo em culturas positivas e também comprovando sua
reducdo na comparacgao do antes e depois em imagens do MEV. Com isso conclui-
se que houve uma acao antimicrobiana do novo composto, sendo necessarios mais
estudos para comprovacéao dos resultados.

Bukhary e Balto. (2017) analisaram a eficacia de NaOCI 5,25%, alexidina 1%
e clorexidina 2% sobre biofilmes de E. faecalis (ATCC 29212) formados em discos

de dentina radicular de dentes humanos extraidos. Os biofilmes foram formados por
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3 semanas, e apds os tratamentos foram analisados por microscopia confocal
procurando-se verificar a diferenca na proporcao do biofilme ap6s o tratamento com
cada irrigante. Na andlise dos resultados, verificou-se que a maior reducdo na
proporcao de biofilme ocorreu no grupo NaOC| comparando com 0S outros grupos
com alexidina e clorexidina.

Santos (2014) realizaram 38 coletas de canais radiculares de diferentes
pacientes. As amostras positivas no agar Enterococcus foram submetidas a testes
fenotipicos e genotipicos para identificacdo da espécie. Os isolados identificados
como E. faecium e E. faecalis foram testados quanto a suscetibilidade a antibioticos
pelo método E-test. Os isolados bacterianos, também, foram avaliados quanto a
suscetibilidade a terapia fotodindmica (PDT). Culturas positivas para E. faecalis
foram encontradas em 22 pacientes (58%). Entre estes pacientes, apenas dois
tinham E. faecium em infeccbes mistas com E. faecalis. Nos isolados de E. faecalis,
27% eram resistentes a antibidticos, incluindo tetraciclina, ciprofloxacina e
azitromicina. Os isolados de E. faecium n&o apresentaram resisténcia aos
antibioticos testados. Ambos os isolados de E. faecium e E. faecalis apresentam
susceptibilidade significativa a PDT, incluindo os isolados resistentes aos
antibioticos. E. faecium mostrou menor prevaléncia em infecgcdes endodonticas e
maior susceptibilidade a terapias antimicrobianas quando comparado a E. faecalis.

Esses trabalhos mostram a importancia dos estudos com Enterococcus spp.
na cavidade bucal, buscando-se entender a prevaléncia, formas de resisténcia aos
agentes antimicrobianos, capacidade de formacao de biofilmes e estabelecimento de
relacdes ecoldgicas entre diferentes espécies do género. Assim, esse estuvo teve
como objetivo avaliar a capacidade de E. faecalis e E. faecium em formar biofilmes

monotipicos e heterotipicos em dentinas radiculares.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivos gerais

O objetivo desse estudo foi comparar cepas clinicas de E. faecium com as

cepas de E. faecalis em relacdo a capacidade de formacéo de biofilme na dentina

radicular e penetracdo nos tubulos dentinarios. Além disso, foi avaliada a interacédo

dessas espécies em biofilmes mistos.

2.2 Objetivos especificos

d)

Analisar a capacidade de diferentes cepas de E. faecalis e E.
faecium em formar biofilme sobre dentinas radiculares por
meio da contagem de UFC/mL;

Realizar uma avaliagdo temporal do desenvolvimento dos
biofiimes de E. faecalis e E. faecium;

Observar a penetracdo de E. faecalis e E. faecium nos tubulos
dentinarios usando andlises de microscopia eletrbnica de
varredura;

Avaliar as interacdes entre E. faecalis e E. faecium nos biofilmes
mistos por meio da quantificacdo de biomassa total usando

coloracao por cristal violeta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecéao das cepas

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual
Paulista/UNESP  Campus de Sdo José dos Campos  (nUumero:
45899415.3.0000.0077). Foram utilizadas 6 cepas clinicas, sendo 4 de E. faecalis e
2 de E. faecium isoladas de dentes com infec¢cbes endoddnticas no trabalho de
Santos (2014). As cepas identificadas estao isoladas e armazenadas em Eppendorf
contendo 80% de BHI e 20% de glicerol, no freezer -80 °C, no laboratério de
microbiologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos-
UNESP.

As cepas foram identificadas pelo método de PCR multiplex e avaliadas de
acordo com a suscetibilidade antimicrobiana pelo E-test, testando-se os antibioticos:
amoxicilina, amoxicilina + &cido clavulanico, eritromicina, azitromicina, tetraciclina,
ciprofloxacina e vancomicina.

De acordo com o numero de cepas de cada espécie isoladas no trabalho
anterior e o perfil de resisténcia aos antibidticos, previamente testados, foram

selecionadas 6 cepas clinicas para o presente estudo, conforme o Quadro 1.

Quadro 1 - Cepas clinicas de Enterococcus utilizadas nesse estudo e perfil de
sensibilidade aos antibioticos previamente testados (amoxicilina, amoxicilina + acido

clavul6nico, eritromicina, azitromicina, tetraciclina, ciprofloxacina e vancomicina)

Isolados clinicos | Perfil de sensibilidade aos antibidticos
E. faecalis 1 Sensivel a todos os antibiéticos

E. faecalis 2 Sensivel a todos os antibiéticos

E. faecalis 3 Resistente para tetraciclina

E. faecalis 6 Resistente para azitromicina

E. faecium 4.2 Sensivel a todos os antibiéticos

E. faecium 7.3 Sensivel a todos os antibibticos




3.2 Formagéo dos biofilmes de E. faecalis e E. faecium em dentinas radiculares

A metodologia de formacdo de biofilme foi realizada de acordo com

Albuquerqgue et al. (2015), com algumas modificagdes.

3.2.1 Preparo das raizes de dentes bovinos

Foram selecionadas raizes de dentes incisivos bovinos para a formacgéo do
biofilme in vitro. As raizes foram seccionadas horizontalmente na regido radicular
(Figura 1), utilizando disco de diamante montado sobre uma peca de méo reta de
baixa velocidade. Assim, os dentes foram divididos em 2 metades com dimensdes
de 10 x 5 x 0,6 mm, sendo utilizado somente o terco apical radicular. Os espécimes
foram lavados com timol (0,1%) para remocédo da matéria organica, e depois imersos
em NaOCI (2,5%) com EDTA (17%) por 3 minutos e por ultimo lavados com solugéo
salina.

Um polimento ultrafino foi realizado, em politriz, refrigerado por agua, com
lixa d’agua de granulagdao 600 por 30 segundos; e lixa de silicone de granulagao
crescente 1200 e 4000, por 60 e 90 segundos, respectivamente. Empregou-se
também, para isso, pastas diamantadas (Erios) de 3 e 1um, por 60 e 90 segundos e
todos os espécimes foram imersos em Hipoclorito de soédio a 2,5% durante 3
minutos e, em seguida, colocados em banho de ultrassom contendo 17% de EDTA,
separadamente. Em seguida, os espécimes foram lavados com solucdo salina
durante 10 minutos e submetidos a esterilizacdo em autoclave durante 30 minutos a

121°C, banhados em solucgéo salina.



Figura 1 - Secc¢do das raizes no plano horizontal da regido radicular para preparacdo
dos espécimes

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.2 Formagéo dos biofilmes em dente bovino

Os espécimes de dentina radicular foram distribuidos em placas de 24 pocos
(Costar; Corning Life Sciences, Tewksbury, MA) sob condi¢des estéreis com o lado
da dentina posicionado para cima (Figura 2). Aliquotas de 200 yL da suspensao
bacteriana, previamente padronizada, de cada cepa (106 células/mL) foram
inoculadas em pocos contendo 1,8 mL de caldo BHI (Difco, Detroit, Ml) (Figura 2).
As placas foram mantidas em uma incubadora shaker orbital (Solab, Piracicaba, SP,
Brasil) a 37°C com agitacao (75 rpm) durante 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96 e 120 horas para
permitir a formacao de biofilme. O Caldo foi trocado a cada 48 horas. Todas as
amostras contendo o biofilme foram lavadas com soluc¢éo salina durante 1 minuto.

Em seguida, os espécimes de dentina com o biofilme foram divididos
aleatoriamente em 2 grupos: um para analise de UFC/mL e outro para andlise da
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Para cada cepa a ser testada, foram

utilizados 3 espécimes para a contagem de UFC/mL e 2 espécimes para MEV.
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Figura 2 - Posicionamento dos espécimes de dentina radicular nas placas de 24
pocos e adi¢cdo do Caldo BHI e suspensao microbiana para a formagéo dos biofilmes

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 Analise dos biofilmes por contagem de UFC/mL

Os biofilmes formados, na raiz dos dentes bovinos, foram colocados em
solucéo salina e submetidos ao homogenizador ultrassonico (Sonics Vibra Cell) por
30 segundos, com amplificacéo de 25%, para o desprendimento celular das células
do biofilme. A seguir, um volume de 100 uL foi transferido para tubos Eppendorf
contendo 900 pL de solugao salina. A partir da solucao obtida nos tubos Eppendorf,
foram realizadas diluicbes decimais da suspensao do biofilme, das quais aliquotas
de 100 pL foram semeadas em placas de Petri contendo meio de cultura seletivo:
Enterococus agar (Figura 3). As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C para

determinacdo do numero de UFC/mL.
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Figura 3 - Placas de Petri contendo meio de cultura Enterococus agar, semeadas

com E. faecalis e E. faecium

E. faecalis: cepa 1 E. faecium: cepa 4.2

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4 Andlise do biofilme por Microscoépia Eletronica de Varredura (MEV)

Apos a formacgéo do biofilme descrito no item 3.3, 0os espécimes contendo 0s
biofilmes foram transferidos para placa de 24 pocos contendo 1 mL de glutaraldeido
a 2,5% para fixacdo por 1 hora. Passado este periodo, os espécimes foram
submersos em 1 mL de solucdo de alcool nas concentracfes crescentes de 10, 25,
50, 75 e 90%, por 20 minutos para cada concentracdo, e posteriormente, em 100%
de alcool por 1 hora. As placas foram colocadas em estufa a 37°C por 24 horas para
completa desidratacdo dos biofilmes. A seguir, os espécimes foram retirados do
fundo da placa com o auxilio de uma pinca estéril, transferidos para stubs de
aluminio e recobertos com ouro por 160 segundos a 40 mA (Denton Vacuum Desk
II). ApGs a metalizacdo, as pecas foram examinadas e fotografadas em Microscépio
Eletrénico de Varredura (MEV - Jeol JSM5600) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
(ICT/UNESP).
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3.5 Quantificagdo do biofilme por meio da absorbéncia em cristal violeta

Apoés a formacédo do biofilme nos tempos descritos acima, os espécimes
destinados a analise quantitativa foram gentilmente lavadas por 3 vezes em 2 mL de
PBS e secas em temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, o biofilme foi fixado
utilizando 2 mL de metanol 99% durante 15 minutos, permanecendo em refrigerador
a 15°C durante esse periodo. O excesso de metanol foi removido com uma
micropipeta e entdo as amostras foram expostas a temperatura ambiente para total
evaporacao do fixador. Para a coloragéo do biofilme, as amostras foram transferidas
para um novo poco contendo 2 mL de solucdo aquosa de Cristal Violeta 0,02%,
valor 6timo de concentracdo deste corante para Enterococcus ssp. (Peeters,
Ozyiirek, 2016).

Foram aguardados 20 minutos para que ocorresse a completa difusdo do
corante ao biofilme. Passados 20 minutos, as amostras foram suavemente lavadas
por 3 vezes em 2 mL de PBS estéril para remocdo do corante ndo difundido.
Posteriormente, as amostras foram transferidas para um novo pogo onde foi
adicionado 2 mL de metanol 95% para a descoloracdo do biofilme e liberacdo do
sobrenadante (Jin et al., 2004; Todorovi¢ et al., 2002). O sobrenadante do processo
de descoloracéo foi coletado e, 100 ul da solugao, transferida para uma placa de 96
pocos, em triplicata. Entdo, a absorbancia da solucao foi quantificada pelo leitor de
Elisa utilizando o comprimento de onde de 570 nm. Para que somente o valor do
Cristal Violeta liberado do processo de descoloracdo fosse quantificado, foi aferido
também o valor da absorbéancia de 100 pl de metanol 95% e utilizado como valor de
referéncia (branco). Sendo assim, foram obtidos resultados da subtracdo do valor do

branco ao sobrenadante (Figura 4).
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Figura 4 - Placa de 96 pocos contendo o sobrenadante do Cristal Violeta para

andlise da quantificagdo em leitor de Elisa
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e teste de
Tukey utilizando-se o Programa GraphPad Prism, sendo considerado nivel de

significancia de 5%.



4 RESULTADOS

Foram estudadas 6 cepas: E. faecalis 1, E. faecalis 2, E. faecalis 3, E.
faecalis 6, E. faecium 4.2 e E. faecium 7.3. As cepas foram submetidas as analises
de biofilmes monotipicos por contagem de UFC/mL e analise das imagens por MEV.
Ja os biofilmes heterotipicos foram analisados através da quantificacdo do biofilme

por meio da absorbancia em cristal violeta.

4.1 Andlise da formacédo dos biofilmes monotipicos pela contagem de UFC/mL

As 6 cepas analisadas apresentam grande capacidade para formar biofilmes
na dentina radicular, alcancando valores de UFC/mL entre 8 a 12 log (Figura 5).
Analisando-se o0s diferentes tempos experimentais, verificaram-se diferencas
estatisticamente significantes entre as cepas nos tempos de 24 e 72 horas, nos
quais as maiores quantidades de biofilmes formados ocorreram com a cepa de E.

faecalis 1 em relacéo as demais cepas.
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Figura 5 - Média e desvio padrdo dos dados de UFC/mL (Log) nos diferentes tempos

de formacéao do biofilme para as seguintes cepas clinicas: E. faecalis 1, E. faecalis 2,

E. faecalis 3 (resistente a tetraciclina), E. faecalis 6 (resistente a azitromicina), E.

faecium 4.2 e E. faecium 7.3
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Legenda: Figura A, B,C, D, E, F, G e H: biofilmes 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96 e 120 horas
consequentemente, onde houve diferenca estatisticamente significante em todos os tempos

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Andlise dos biofilmes monotipicos através das imagens realizadas no
Microscopio Eletrénico de Varredaura (MEV)

Primeiramente, foram analisadas imagens dos espécimes de dentina
radicular estéreis, sem formacédo de biofilme, que ficaram submersos em Caldo BHI
pelos mesmos tempos dos espécimes submetidos a formacdo de biofilme. Foi
observada uma descontinuidade da superficie radicular, provavelmente, decorrente
a desidratacéao feita durante a preparacao e descontaminacdo dos mesmos antes da
formacdo do biofilme. Também foi possivel verificar que a descontinuidade da
superficie radicular da dentina ocorreu com maior intensidade nas imagens obtidas
no sentido mais apical, possivelmente porque nessas areas existe uma maior
quantidade de tdbulos dentinarios, terminacdo de canais laterais, delta apical e
canais acessorios (Figura 6).
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Figura 6 - Imagens de MEV dos espécimes de dentina radicular estéreis, sem

formacéao de biofilme

Legenda: A) Regido da raiz mais coronaria com maior continuidade da superficie dentinaria (Aumento
de 5000X); B) Regido da raiz mais apical com maior descontinuidade da superficie dentinaria
(Aumento de 5000X); C) Limite visivel entre as areas de maior e menor descontinuidade da superficie

dentinaria (Aumento de 5000X)
Fonte: Elaborada pelo autor.

28



Em relagdo as analises dos espécimes com formacéo de biofilme, verificou-
se gue tanto as cepas clinicas de E. faecalis, como as cepas clinicas de E. faecium,
apresentaram capacidade de colonizar e formar biofilme em toda a superficie
radicular analisada, ndo sendo possivel observar diferencas na quantidade de
biofilme formado entre as cepas (Figura 7).

Foi possivel observar, também, um aumento do biofilme com o passar do
tempo, verificando-se que apds 120 horas ocorreu a formacdo de um biofilme
maduro com grande aglomerado de células bacterianas e formacdo de possiveis
canais de agua, 0s quais sdo usados para nutricdo das ceélulas localizadas mais
profundamente nos biofilmes (Figura 8). Em algumas imagens, também, foi possivel
notar a proximidade das células de Enterococcus com os tubulos dentinarios,
indicando uma facilidade de penetracdo e colonizacdo nos tubulos dentinarios
(Figura 9).
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Figura 7 - Imagens de MEV dos espécimes de dentina radicular submetidas a
metodologia de formacao de biofilme por 6 horas

HV mag O |spot] WD > [———— ¢ R YT
15.00 kV | S 000 x 50 13.£ 1CT UNESP
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HV mag O |spot| WD det [—————— J YTa
20.00 kV| 7 000 x | 5.0 [14.0 mm|ETD ICT - UNESP

Legenda: Verifica-se a aderéncia na superficie dentinaria de cocos, frequentemente formando
arranjos de cadeias, que sdo caracteristicas do género Enterococcus: A) cepa de E. faecalis 2
(Aumento de 5000X); B) cepa de E. faecium 4.2 (Aumento de 7000X)

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 8 - Imagens de MEV dos espécimes de dentina radicular submetidas a

metodologia de formacéao de biofilme com a cepa E. faecalis 1
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 e— O ¥ 101
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Legenda: A) Tempo de formacao do biofilme de 6 horas, no qual observa-se véarios cocos aderidos a
superficie dentinaria (Aumento de 5000X); B) Tempo de formacdo do biofilme de 120 horas,
demonstrando um biofilme maduro com intenso aglomerado de células bacterianas e formacgéo de
canais de 4gua (Aumento de 5000X).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 9 - Imagens de MEV dos espécimes de dentina radicular submetidas a
metodologia de formacédo de biofilmes, no periodo de 6 horas, com a cepa E.

faecalis 1
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Legenda: A e B) Verifica-se a presenca de varias células bacterianas préximas aos tibulos
dentinarios (Aumento de 5000X).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 Andlise da formacdo dos biofilmes monotipicos e heterotipicos pela
guantificacdo da biomassa total

Analisando os gréficos obtidos na quantificagdo da biomassa total dos
biofilmes monotipicos, podemos observar que todas as cepas de E. faecalis e E.
faecium foram capazes de formar biofilmes, atingindo o apice apos 120 horas.
Comparando os biofilmes monotipicos e heterotipicos, podemos afirmar que quando
colocamos cepas de E. faecalis junto com E. faecium, esse biofilme apresentou um
crescimento significativamente maior do que quando essas cepas foram colocadas
isoladamente. Sendo que com o passar dos tempos essa diferenca foi aumentando

e se tornando muito expressiva em 120 horas (Figuras 10-14).
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Figura 10 - Média e desvio padrdo dos dados de quantificagcdo da biomassa total no
tempo de 24 horas de formacdo do biofilme monotipicos e heterotipicos para as
seguintes cepas clinicas: E. faecalis 1, E. faecalis 2, E. faecalis 3 (resistente a
tetraciclina), E. faecalis 6 (resistente a azitromicina), E. faecium 4.2 e E. faecium 7.3
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Legenda: Houve diferenca estatisticamente significante em todos os grupos
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 11 - Média e desvio padrdo dos dados de quantificagcdo da biomassa total no
tempo de 48 horas de formacdo do biofilme monotipicos e heterotipicos para as
seguintes cepas clinicas: E. faecalis 1, E. faecalis 2, E. faecalis 3 (resistente a
tetraciclina), E. faecalis 6 (resistente a azitromicina), E. faecium 4.2 e E. faecium 7.3
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Legenda: Houve diferenca estatisticamente significante em todos os grupos
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 12 - Média e desvio padrdo dos dados de quantificacdo da biomassa total no
tempo de 72 horas de formacdo do biofilme monotipicos e heterotipicos para as
seguintes cepas clinicas: E. faecalis 1, E. faecalis 2, E. faecalis 3 (resistente a
tetraciclina), E. faecalis 6 (resistente a azitromicina), E. faecium 4.2 e E. faecium 7.3
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Legenda: Houve diferenca estatisticamente significante em todos os grupos
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 13 - Média e desvio padrdo dos dados de quantificagcdo da biomassa total no
tempo de 96 horas de formacdo do biofilme monotipicos e heterotipicos para as
seguintes cepas clinicas: E. faecalis 1, E. faecalis 2, E. faecalis 3 (resistente a
tetraciclina), E. faecalis 6 (resistente a azitromicina), E. faecium 4.2 e E. faecium 7.3
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Legenda: Houve diferenca estatisticamente significante em todos os grupos
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 14 - Média e desvio padrdo dos dados de quantificagdo da biomassa total no
tempo de 120 horas de formacdo do biofilme monotipicos e heterotipicos para as
seguintes cepas clinicas: E. faecalis 1, E. faecalis 2, E. faecalis 3 (resistente a
tetraciclina), E. faecalis 6 (resistente a azitromicina), E. faecium 4.2 e E. faecium 7.3

Biofilm (120 horas)

. nr A EEN

Legenda: Houve diferenca estatisticamente significante em todos os grupos
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 DISCUSSAO

O género Enterococcus apresenta cerca de 12 espécies isoladas de seres
humanos que séo consideradas patogénicas, sendo E. faecalis e E. faecium as
espécies de maior relevancia clinica em infec¢des hospitalares (Sreeja et al., 2012).
E. faecalis, também é frequentemente, encontrado na cavidade bucal, sendo
detectado em infec¢cbes endoddnticas assintomaticas e persistentes. Pinheiro et al.
(2004) relataram que E. faecalis foi a espécie bacteriana mais frequentemente
isolada dos canais radiculares com insucesso do tratamento endoddntico, estando
presente em 52% dos canais radiculares com culturas positivas. Dados semelhantes
também foram encontrados por Molander et al. (1998), Sundgvist et al. (1998),
Hancock (2001) e Gomes et al. (2016), que isolaram E. faecalis em,
respectivamente, 47, 38, 32 e 46% dos canais radiculares com insucesso do
tratamento endodontico. Assim, a persisténcia de E. faecalis em canais radiculares
parece estar relacionada com seus mecanismos de viruléncia, como a capacidade
de formar biofilmes e competir com outros micro-organismos (Stuart et al., 2006).

Estudos mais recentes demonstraram que em infec¢cdes hospitalares, E.
faecalis tem sido encontrado em biofilmes mistos, juntamente com E. faecium, em
24 a 77% dos casos de infec¢des por Enterococcus (Garcez et al., 2013). Assim, 0
objetivo do nosso estudo foi comparar E. faecium com E. faecalis em relacdo a
capacidade de formacdo de biofiimes em dentina radicular e avaliar a interagao
microbiana entre essas duas espécies em biofilmes mistos.

Para isso, foram selecionadas 6 cepas clinicas isoladas de canais
radiculares de pacientes com infec¢des endododnticas, sendo 4 de E. faecalis e 2 de
E. faecium (Santos, 2014). Inicialmente, foi avaliada a capacidade das cepas de E.
faecalis e E. faecium em formar biofilmes monotipicos em raizes de dentes bovinos
por meio da técnica de contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Os
resultados demonstraram que todas as cepas estudadas foram capazes de colonizar
e formar biofilmes na superficie radicular, independentemente da espécie estudada.
Foram encontrados valores de 8 a 12 log de UFC dependendo do periodo de
avaliacao.

Em relagéo a espécie E. faecalis, varios estudos prévios ja demonstraram
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sua grande capacidade de formagé&o de biofilme (Faria-Junior et al., 2013; Barros et
al., 2014; Kapralos et al., 2018). Utilizando-se do método de contagem de células
viaveis, Faria-Junior et al. (2013), Barros et al. (2014) e Kapralos et al. (2018),
também, encontraram valores superiores a 8 log de E. faecalis em biofilmes
formados, respectivamente, sobre raizes de dentes bovinos, membranas de
nitrocelulose e membranas de politetrafluoretileno. Embora muitos estudos tenham
demonstrado que cepas de E. faecalis apresentam grande capacidade de formar
biofilmes sobre diferentes materiais ou estruturas dentarias (Lim et al., 2017),
poucos estudos foram realizados com cepas de E. faecium. Wang L et al. (2016)
analisaram a capacidade de cepas padrédo de E. faecalis (ATCC4083) e E. faecium
(ATCC35667) em formar biofilmes monotipicos sobre discos de resina por meio da
contagem de células viaveis (UFC) e determinacdo da biomassa total (método do
cristal violeta). Esses autores verificaram que a contagem de células viaveis de E.
faecalis e E. faecium foi em torno de 9 log de UFC e a biomassa total formada néo
apresentou diferenca estatisticamente significante entre as duas espécies. Esses
dados concordam com nossos achados, confirmando que a espécie E. faecium tem
a mesma capacidade da espécie E. faecalis para formar biofilmes monotipicos.

Nesse estudo, diferencas na capacidade de formacao de biofilmes foram
encontradas apenas entre as cepas de E. faecalis estudadas, pois a cepa de E.
faecalis 1 apresentou média de UFC significativamente maior do que as demais
cepas analisadas. Saffari et al. (2017) realizaram um estudo de comparacdo da
formacao de biofilme em diferentes cepas clinicas, e demonstraram que de 123
cepas de E. faecalis, 90% tinham genes responsaveis pela formacéo de biofilme.
Segundo Khalifa et al. (2016), apesar da base genética da formacéo de biofilmes por
E. faecalis ainda ser desconhecida, a Proteina de Superficie Celular Especifica de
Enterococcus (Esp) € considerada um fator critico para a formacao do biofilme.

No presente estudo, os dados obtidos na contagem de UFC também foram
confirmados pela analise dos biofilmes monotipicos por Microscopia Eletronica de
Varredura, na qual foi verificada a adesao e colonizacdo das cepas de E. faecalis e
E. faecium sobre a superficie radicular apds 6 horas de observacdo, que levou a
formacdo de um biofilme maduro com o decorrer do tempo de estudo.
Provavelmente, as areas de irregularidade da superficie da dentina radicular

observadas nas imagens, principalmente na regido mais apical, devem ter
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contribuido para a adesao bacteriana e formacéao do biofilme. De acordo com Costa
et al. (2010), a persisténcia das infecgcbes endododnticas podem ser atribuidas a
permanéncia dessas bactérias em éareas de dificil acesso, como lacunas de
reabsorcdo, canais laterais e tubulos dentinarios. Sabe-se que E. faecalis possui
grande capacidade de colonizar os sistemas de canais radiculares, utilizando-se dos
substratos oriundos dos fluidos dos tecidos conjuntivos subjacentes (osso alveolar e
ligamento periodontal). Esses micro-organismos também podem expressar alguns
fatores de viruléncia, como enzimas citoliticas, substancias de agregacdo e acido
lipoteicoico (Paganelli et al., 2017; Honsa et al., 2017).

Na analise de Microscopia Eletronica de Varredura, também foi verificada a
presenca de varias células de Enterococcus nas proximidades dos tubulos
dentinéarios, confirmando que essas bactérias podem facilmente penetrar e colonizar
0s tubulos dentinarios. Wang Z et al. (2014) analisaram biofilmes de E. faecalis
formados em raizes de dentes humanos por Microscopia Confocal, verificando-se
uma penetracdo densa e homogénea de E. faecalis no interior dos tdbulos
dentinérios. Silva et al. (2014) relataram que E. faecalis € capaz de invadir os
tubulos dentinarios e sobreviver por longos periodos de tempo sem nutrientes,
caracteristicas que 0s protegem contra 0s agentes antimicrobianos usados na
endodontia. Embora muitos estudos de microscopia eletrbnica tenham sido
realizados para descrever os biofiimes de E. faecalis em dentinas radiculares, nao
existem estudos desse tipo que analisararam biofilmes de E. faecium. Assim, pela
primeira vez na literatura, nosso trabalho descreve que as células de E. faecium
formam biofilmes sobre a superficie da dentina radicular de forma semelhante ao E.
faecalis.

Apbs os estudos dos biofilmes monotipicos de E. faecalis e E. faecium por
andlise de contagem de células viaveis e Microscopia Eletrénica de Varredura, o
proximo passo desse estudo foi investigar a interacdo dessas duas espécies em
biofilmes mistos. Com esse objetivo, os biofiimes formados foram analisados pela
quantificacdo da biomassa total utilizando-se o método do cristal violeta. Varios
métodos de avaliagdo e quantificacdo dos biofilmes foram desenvolvidos
recentemente, buscando-se o0 entendimento das interagbes complexas
estabelecidas entre as espécies microbianas, que podem envolver mecanismos

sinérgicos ou antagobnicos. Os estudos atuais tém sido mais focados em modelos de

41



biofilmes multi-espécies, do que monoespécies, por fornecem uma condicdo mais
realistica da situacéo in vivo do sistema de canais radiculares. Como sabe-se que as
propriedades do biofilme estdo intimamente relacionadas com a sua estrutura
dimensional, os estudos in vitro de biofilmes, também, estdo sendo mais dirigidos a
andlise da arquitetura do biofilme, e ndo apenas a quantificacdo de células viaveis
(Neelakantan et al., 2017). Para analise da estrutura do biofilme, varios métodos tém
sido propostos, como a coloracéo pelo cristal violeta, que permite a quantificacdo da
biomassa total, incluindo células viaveis, células mortas e matriz extracelular (Costa
et al., 2014, Yuksel et al., 2017; Kart et al., 2017; Fan et al., 2017).

Os resultados obtidos no método de coloracdo pelo Cristal Violeta,
demonstraram que os biofilmes heterotipicos formados por E. faecalis e E. faecium
tiveram um aumento expressivo na sua formacdo em relacdo aos biofilmes
monotipicos dessas espécies. Esses dados sugerem a existéncia de uma interagédo
sinérgica entre E. faecalis e E. faecium, o que pode tornar ainda mais dificil o
controle das infeccdes endodonticas. Até o presente momento, ndo existem
trabalhos na literatura que avaliaram biofilmes mistos de E. faecalis com E. faecium
em dentinas radiculares.

Gao et al. (2016) estudaram o comportamento de E. faecalis em biofilmes
mistos com outras espécies microbianas de interesse na cavidade bucal. Esses
autores formaram biofilmes, de duas espécies, sobre dentinas radiculares de dentes
bovinos, nos quais E. faecalis foi combinado com 0s seguintes micro-organismos:
Candida albicans, Streptococcus gordonii, Actinomyces viscosus e Lactobacillus
acidophilus. Foi verificado que os biofilmes mistos tornaram E. faecalis mais
resistentes a caréncia de nutrientes e aumentaram a quantidade de biofilmes
formados. Nos biofilmes mistos, E. faecalis formou biofilmes mais densos e
espessos na dentina radicular, sendo esses efeitos mais proeminentes na
coexisténcia com S. gordonii e A. viscous do que quando em contato com C.
albicans e L. acidophilus.

Esses dados sugerem que estudos adicionais devem ser realizados para o
melhor entendimento da interagéo sinérgica de E. faecalis e E. faecium nos biofilmes
mistos, procurando-se investigar, principalmente, os mecanismos de interacao célula

a célula e a cooperacdo metabdlica estabelecidas entre eles.
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6 CONCLUSAO

Concluiu-se que as cepas de E. faecalis e E. faecium apresentaram a
mesma capacidade de formar biofilmes sobre a superficie radicular. Além disso, em
biofimes mistos, essas duas espécies estabeleceram relacdes ecoldgicas

sinérgicas, aumentando significativamente a formacao de biofilmes.
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