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Resumo

Este estudo objetivou o isolamento e caracteriza-
¢ao bioquimica de Enterococcus sp de canais radicu-
lares portadores de necrose pulpar de 70 pacientes.
Foram isoladas 35 amostras de Enterococcus sp em
50% dos pacientes (n = 35) com a seguinte preva-
|éncia: 33 amostras Enterococcus faecalis (94,28%),
1 amostra Enterococcus faecium (2,85%) e 1 amos-
tra Enterococcus durans (2,85%). Dos dentes com
cultura positiva, 20 apresentaram sintomatologia
dolorosa. Odor fétido e secre¢ao purulenta foram ob-
servados em trés dentes (8,57%). Dos 35 pacientes
com cultura positiva, quatro apresentaram edema no
momento da coleta e apenas um paciente apresentou
fistula. A espécie E. faecalis foi majoritaria, estando
relacionada aos sinais e sintomas.

Palavras-chave: Enterococcus sp; infecgéo en-
doddntica; microbiologia.

ABSTRACT

This study aimed the isolation and biochemical
characterization of Enterococcus sp from necrotic
endodontic infections of 70 patients. Thirty-five Ente-
rococcus strains were isolated, according to the follo-
wing prevalence: 33 Enterococcus faecalis strains
(94,28%), 1 sample of Enterococcus faecium (2,85%)
and 1 sample of Enterococcus durans (2,85%). Pain-
ful symptoms were observed from 20 patients. Fetid
odor and purulent discharge were observed in three
teeth (8,57%) and according to the presence of ede-
ma, 4 patients carried enterococci, and one patient
(2,85%) presented fistulae drainage. E. faecalis was
the major Enterococcus species isolated from root
canal infections presenting signals and symptoms of
peri-radicular inflammation.

Keywords: Enterococcus sp; endodontic infec-
tion; microbiologia.
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Introducao

s micro-organismos do género Enterococcus sio cocos Gram-po-
sitivos e apresentam necessidades nutricionais variaveis e o cresci-
mento pode requerer meios complexos, contendo soro ou sangue. A
temperatura 6tima de crescimento ¢ de 35°C, porém, a maioria das amostras
tolera temperaturas que variam de 10°C a 45°C. Os enterococos sao distribui-
dos em ambientes diversos. Nos seres humanos fazem parte da microbiota do
trato gastrintestinal, da cavidade oral e do trato geniturinario. Estes micro-
organismos podem tolerar temperaturas equivalentes a 60°C por até 30 mi-
nutos e sdo capazes de crescer em meios contendo cloreto de sédio a 6,5% (11).
E. faecalis é capaz de colonizar os sistemas de canais radiculares, utilizan-
do-se provavelmente dos substratos oriundos dos fluidos dos tecidos conjun-
tivos subjacentes (osso alveolar e ligamento periodontal). Dentre os fatores de
viruléncia destacam-se as enzimas liticas, citolisinas, substdncias de agrega-
¢do, feromonios e acido lipoteicoico. E. faecalis também pode interferir com
a ativagdo dos linfdcitos e outros grupos celulares, contribuindo para o insu-
cesso da terapéutica endododntica (4). Além da sua habilidade para invadir e
permanecer no interior dos tubulos dentindrios apresenta elevada resisténcia
aos curativos de demora utilizados entre sessoes, inclusive aqueles a base de
hidréxido de calcio. Foi descrito que as cepas de E. faecalis possuem uma
bomba de prétons capaz de proteger o citoplasma bacteriano do elevado pH
conferido pelos produtos contendo hidréxido de célcio. A espécie também
¢ capaz de formar biofilmes onde as células bacterianas formam estruturas
multicelulares coesas de dificil remogao pelo sistema imunoldgico, além de
dificultar a atividade dos agentes antimicrobianos. Tais propriedades con-
ferem aos E. faecalis grande poder agressivo aos tecidos perirradiculares e
maior resisténcia ao controle das infec¢des endodonticas (6). O objetivo deste
trabalho foi isolar, identificar e caracterizar bioquimicamente, Enterococcus

sp. de canais radiculares de dentes com infec¢do endodontica primaria.

Material e Método

* Selecao dos Pacientes, Coleta e Processamento do

Material Clinico

Os pacientes participantes do estudo apresentavam boas condi¢des de sau-
de sistémica e ndo tinham sido atendidos em hospitais ou medicados com
antibidticos pelo menos seis meses antes da realizagdo da coleta. As amostras
para a pesquisa foram obtidas de 70 (setenta) pacientes submetidos a trata-
mento endoddntico na Clinica de Endodontia da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal Fluminense (CEP/UFF n° 025/06), com diagndstico
de polpa necrosada. Os individuos participantes da pesquisa receberam es-
clarecimento sobre a importancia do estudo e o material clinico foi colhido
somente apos a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. A
elaboragdo de fichas clinicas objetivou as analises relativas a sintomatologia
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dolorosa, aos aspectos radiograficos, presenca de odor, se-
cregdo purulenta, edema e fistula nos individuos envolvidos
na pesquisa quando da coleta de material dos dentes com ca-
nais radiculares com necrose pulpar. Apenas pacientes por-
tadores de dentes com diagndstico de polpa necrosada sem
prévio tratamento endoddntico ou acesso prévio da cavidade
oral ao sistema de canais radiculares (cAmara pulpar sem co-
munica¢do com a cavidade oral), foram incluidos no estudo.
O acesso aos canais radiculares foi realizado sob isolamento
absoluto, respeitando as condi¢des de assepsia (apds remo-
¢do do biofilme supragengival e utilizagdo tdpica de agente
antisséptico (clorexidina a 2%) e irrigacdo intensa com soro
fisioldgico). Cones de papel esterilizados foram introduzidos
cuidadosamente até o ter¢o cervical e médio dos canais, re-
movidos apds 30 segundos e introduzidos em tubos conten-
do meios estéreis especificos para o crescimento de micro-
organismos anaerobios facultativos, incluindo Enterococcus
sp: Caldo Enterococcosel e Caldo Eosina e Azul de Metileno
(EMB) (ambos fornecidos pela BBL — Becton & Dikinson).
Em todas as ocasides os meios semeados foram transpor-
tados para a Disciplina de Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro e incubadas até 48/37°C. Aliquotas dos
meios de cultivo liquidos foram semeados por esgotamento
nos meios Agar Mac Conkey (Merck Darmstadt, DE), Agar
Cled (Becton, Dickinson and Company, USA), Agar Sangue
(Becton, Dickinson and Company, USA) e Agar Soja Trip-
ticaseina — TSA (Merck Darmstadt, DE). Todos os procedi-
mentos envolvendo a semeadura nos meios de cultura foram
realizados no interior de capelas de fluxo laminar.

Caracterizacao Fisiologica das Amostras

Microbianas

A partir do crescimento microbiano em placas de Agar
Sangue, foram selecionadas colonias sugestivas de enteroco-
cos. Cada colonia sugestiva de Enterococcus sp. foi repicada
isoladamente para meio de cultura TSA e, apds crescimen-
to (24h/37°C) foram preparados esfregacos em laminas de
vidro e corados pelo método de Gram, os esfregagos foram
observados ao microscopio dptico com aumento de 100X.
Os cocos Gram-positivos suspeitos de Enterococcus sp. fo-
ram caracterizados segundo proposto por TEIXEIRA &
FACKLAM (2003). A observagdo da produgdo da catalase
foi feita por metodologia convencional com a utilizagdo de
lamina de vidro. Apds preparo, em solu¢ao salina fisiologica
estéril (NaCl 0,85%), de suspensdo espessa de microrganis-
mos cultivados por 24h/37°C em placas de TSA, uma gota
de perdxido de hidrogénio a 3% (v/v) foi colocada sobre o
esfregaco. Os Enterococcus sp. sdo negativos neste teste, po-
rém, algumas poucas amostras podem produzir pseudoca-
talase (5, 11). Para a andlise da tolerdncia ao cloreto de sddio
a 6,5% foram utilizadas placas de TSA (Agar Soja triptica-
seina — Merk Darmstadt DE) acrescidas de cloreto de sédio
a 6,5%. O crescimento microbiano nessas condi¢des é uma
das caracteristicas do género Enterococcus (5, 11). As cepas

Rev. bras. odontol., Rio de Janeiro, v. 68, n. 1, p. 20-4, jan./jun. 2011

microbianas também foram cultivadas em placas de agar
bile-esculina. O crescimento em Agar contendo 40% de bile
bovina (Difco Laboratories, Detroit-MI) e a utilizagdo con-
comitante da esculina também constitui prova chave para a
identifica¢ao bioquimica de Enterococcus sp. (5, 11).

Identificacao Bioquimica
Bioquimica Convencional
Apds os testes fisiologicos, as amostras suspeitas de ente-
rococos foram divididas em cinco grupos baseados na pro-
dugdo de 4cidos a partir de manitol e sorbose (ambos reali-
zados em meio liquido Heart infusion broth - HIB (Difco))
contendo purpura de bromocresol como indicador de pH e
na capacidade de decarboxilar a arginina (em base de descar-
boxilagdo de aminodacidos de Moeller). Depois de agrupadas,
as cepas foram identificadas através de provas adicionais que
incluiram a fermentagdo de agtcares tais como arabinose,
rafinose, sorbitol, inulina, sacarose e a capacidade de crescer
em meio contendo 0,04% de telurito de potassio (11). Du-
rante a realizacdo dos ensaios, as amostras foram mantidas
através de passagem em placas de Agar soja Tripticaseina
(TSA - Merck Darmstadt, DE) e mantidas estocadas.

Identificacao por Sistema Miniaturizado

A identificado através do sistema de galerias miniatu-
rizadas API 20 strep (Biomérieux, La Balme, Les Grotes,
France) foi realizada segundo as instrugdes do fabricante.
As amostras foram semeadas em Agar sangue durante 24
horas em atmosfera de anaerobiose (visualiza¢do do padrio
de hemolise em anaerobiose) e em seguida utilizadas para
formagédo de uma suspensao de trabalho em meio de suspen-
sao do kit de identificagdo. Em seguida, 100 uL da suspensao
foram utilizados para preencher as células das galerias e o
material foi mantido em camara imida em estufa a 37°C.
As reagdes foram aferidas apds 4 e 24 horas de incubagio.
Quando necessarios, testes adicionais: crescimento em 6,5%
de NaCl, crescimento a 45°C e fermenta¢ao de salicina fo-
ram realizados para a confirmacéo do isolado P40 como E.
durans. Os resultados numeéricos foram confirmados pelo
sistema APIWEB, utilizando a database da Biomérieux (1).

Resultados

Frequéncia de Isolamento de Enterococcus
sp a partir de Dentes com Canais Radiculares

com Necrose Pulpar

No presente estudo, 35 amostras de Enterococcus sp (50%
dos dentes) foram isoladas a partir dos canais radiculares
com necrose pulpar, cujas cdmaras pulpares ndo apresenta-
vam comunica¢do com a cavidade bucal. As culturas foram
positivas em 16 dos 27 pacientes do sexo masculino (59,25%)
e em 19 dos 43 pacientes do sexo feminino (44,18%). Apesar
do maior nimero de pacientes do género feminino no estu-
do, o maior percentual relativo de isolamento de Enterococ-
cus sp. ocorreu em individuos do género masculino (Tabela
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I). A tabela IT mostra a distribuigdo do isolamento das espécies de Enterococcus sp. entre os géneros feminino e masculino,
isoladas dos sistemas de canais radiculares com necrose pulpar. Foram encontradas as espécies: E. faecalis (33 cepas - 94,2%),
E. faecium (01 cepa - 2,85%) e E.durans (01 cepa - 2,85%). Ocorreu crescimento de Enterococcus sp apenas em Caldo EMB
em coletas provenientes de sete dentes, indicando que a semeadura em diferentes tipos de meios de cultura pode auxiliar na
recuperagio dos micro-organismos.

Tabela I. Percentual de isolamento de Enterococcus sp de Tabela Il. Percentual de isolamento de Enterococcus sp. em
pacientes portadores de dentes com necrose pulpar por pacientes portadores de dentes com canais com necrose
género/dente pulpar por género/espécie
Género/N° de | Culturas positivas para  Percentual de Espécies Percentual de isolamento em pacientes
dentes’ Enterococcus sp. isolamento Total Feminino Masculino
T — 0, .
Feminino — 43 19 44,18% E. faecalis | 33(94,2%) | 18(94,8%) | 15 (93,8%)
. _ 0,
Masculino — 27 16 59,25% E faecium 1(2,85%) 1(5.3%)
_ o _
Total - 70 35 50% E. durans 1 (2,85%) _ 1(6,2%)
'As coletas de material foram obtidas de um dente por Total 35 19 16
paciente.

Sintomatologia Dolorosa

Em um total de 35 pacientes com culturas positivas, 20 (57,14%) relataram sintomatologia dolorosa prévia ao trata-
mento endodéntico (Tabela III). Dentre os 19 pacientes do sexo feminino com cultura positiva, 11 (57,89%) relataram
a presenga de sintomatologia dolorosa. Nove (56,25%) dos 16 pacientes do sexo masculino relataram sintomatologia
dolorosa. Nao houve diferenca significativa quando da relagdo entre o isolamento de Enterococcus sp. e a presenca de
sintomatologia dolorosa (P > 0,05).

Aspectos Radiograficos

O registro radiografico inicial realizado antes do acesso e da coleta do material clinico possibilitou a classificagdo dos
elementos dentarios apresentando ou néo lesdo perirradicular. Os dentes apresentando polpa necrosada foram classificados
como: a- dentes sem lesdo perirradicular; b- dentes com lesdo definida; c- dentes com lesdo nio definida. A Tabela III mostra
a distribuigdo, entre os géneros, dos elementos dentarios apresentando ou nio lesdes perirradiculares definidas ou indefi-
nidas. Ndo ocorreu diferenca significativa (P > 0,05) entre a presenca de lesdo radiografica definida e ndo definida, com o
isolamento de Enterococcus sp. As cepas de E. faecium e E. durans foram isoladas de casos de dentes com lesdo perirradicular
ndo definidas.

Presenca de Odor
Seis dos 70 pacientes atendidos durante a realizacédo do estudo apresentaram odor fétido durante o acesso aos canais ra-

diculares. O isolamento dos enterococos ocorreu em 3 (8,57%) pacientes. Dentre estes, dois pacientes do sexo feminino e um
do sexo masculino apresentaram a espécie E. faecalis (Tabela III).

Presenca de Secrecao Purulenta
A observagido de secrecdo purulenta durante o primeiro atendimento também foi observada em cinco pacientes. Trés den-
tes com cultura positiva para E. faecalis apresentaram secre¢do purulenta intracanal no momento da coleta. Tal fato ocorreu
em dois pacientes do sexo feminino e um paciente do sexo masculino (Tabela III).

Presenca de Fistula
A drenagem externa (presenca de fistula) também foi observada em apenas dois pacientes dos 70 envolvidos no estudo.
Em um deles foi isolada a espécie E. faecalis (Tabela III).

Presenca de Edema

Cinco pacientes apresentaram edema ao primeiro atendimento visando o tratamento endodontico. Dentre os 35 pacien-
tes com cultura positiva, 4 (11,42%) eram portadores de edema no momento da coleta, dois do sexo masculino e dois do sexo
feminino. Em todas as circunstancias foi isolada a espécie E. faecalis (Tabela III).
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Tabela lll. Percentual de culturas positivas de Enterococcus sp em relacao aos as-
pectos radiograficos (presenca ou auséncia de lesao perirradicular), sintomatolo-

gia dolorosa e sinais clinicos

Género |Aspectos radiografico| Dor Sinais clinicos
SL D LI Edema | Fistula | Secrecao Purulenta | Odor
Masculino| 7 5 4 9 2 - 1 1
Feminino 5 9 5 1 2 1 2 2

SL: dentes sem lesao, LD: dentes com lesao definida e LI: dentes com lesao

indefinida.

Discussao

Apesar da importancia dos enterococos como agentes
microbianos envolvidos nas infec¢des endododnticas refrata-
rias, estudos dedicados ao isolamento e caracterizagdo das
cepas do género Enterococcus em investigagOes relativas a
microbiota dos canais radiculares vém encontrando uma
baixa prevaléncia de E. faecalis nas infec¢des endodonti-
cas primarias, variando de 13% a 4% dos isolamentos (2, 3).
Nesta investigacdo foram isoladas 35 amostras de Entero-
coccus sp de um total de 70 pacientes com diagndstico de
necrose pulpar, perfazendo assim uma prevaléncia de 50%.
A identificagdo de Enterococcus sp nos canais radiculares de
dentes de seres humanos através de métodos de cultivo foi
feita pela primeira vez por MEJARE (7), que isolou e identi-
ficou as espécies E. faecalis e E. faecium. FERRARI et al. (2),
em estudo incluindo enterococos, enterobactérias e fungos,
identificaram E. faecalis, E. faecium e E. casseliflavus. Foram
isoladas e identificadas 33 amostras de E. faecalis (94,28%),
uma amostra de E. faecium (2,86%) e uma amostra de E.
durans (2,86%). Esta dltima espécie pela primeira vez iso-
lada e identificada em canais radiculares de dentes de seres
humanos. E oportuno ressaltar que para a identificagdo da
espécie E. durans foram necessarias provas adicionais tais
como crescimento na presenca de NaCl a 6,5% e a tempe-
ratura de 45°C/48h, além da fermentacdo de salicina. Estas
provas adicionais diferenciaram a espécie E. durans da espé-
cie Lactococcus lactis. Os resultados da identificagdo bioqui-
mica convencional foram concordantes com a identifica¢do
pelo sistema API 20 Strep. Deve ser ressaltado que, compa-
rando com os estudos anteriores envolvendo dentes com in-
feccdo endoddntica primadria, a presente investigacdo foi a
que mais isolou e caracterizou bioquimicamente, cepas de
Enterococcus sp. Talvez a metodologia empregada possa ter
corroborado com a aproximacio dos resultados de cultura
com as detec¢oes pelos métodos moleculares, onde o mate-
rial foi coletado e imediatamente semeado em dois meios se-
letivos diferentes, permitindo o crescimento microbiano em
amostras diferentes. Nos trabalhos anteriormente citados,
o material coletado foi submetido aos meios de transporte
tais como VMGA 111, que pode permitir o crescimento de
micro-organismos anaerdbios estritos. Estes micro-organis-
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mos durante o transporte poderiam ser capazes de produzir
bacteriocinas capazes de inibir os Enterococcus sp, compro-
metendo a viabilidade bacteriana durante os procedimentos
de transporte.

Alguns pesquisadores detectaram E. faecalis em mate-
riais provenientes de infec¢do endododntica primdria através
de técnicas moleculares. ROCAS et al. (8), em estudo relativo
a infec¢do endodontica primdria, correlacionou os achados
pela técnica de PCR e por métodos de cultivo. O estudo con-
tou com 50 casos e a detecgdo pela técnica de PCR atingiu
33% (7 de 21 casos) de canais radiculares com periodontite
apical aguda e 5% (1 de 19 casos) de amostras de secre¢des
purulentas de abscessos perirradiculares. A prevaléncia foi
de 18% (9 de 50 casos) dos casos de infeccdo endodontica
priméaria. ZOLETTT et al. (12) detectaram E. faecalis por
PCR e identificaram por procedimentos convencionais de
cultivo, além de fazerem a comparagdo dos dois métodos em
relagdo a sua eficacia. O estudo contou com 50 casos e, dos
27 casos em que os canais radiculares estavam associados a
lesdes perirradiculares, E. faecalis foi detectado em 22 casos
(81,5%) por PCR e 5 casos (18,5%) por métodos de cultivo.
Na comparagdo entre os dois métodos em relagdo a 23 den-
tes (também incluidos no estudo) com canais radiculares
associados a lesdes perirradiculares com evidéncias de des-
truicdo Ossea, a espécie E. faecalis foi detectada em 18 casos
(78%) através de PCR e em 3 casos (13%) pelos métodos de
cultivo.

Em estudo relacionado a microbiota das infec¢oes endo-
donticas primdrias, SASSONE et al. (10) avaliaram 15 dentes
com fistula e 15 dentes sem fistula pelo método de Checker-
board com a hibridiza¢do do DNA-DNA. Foi observado que
cinco casos que apresentaram fistula e quatro que ndo apre-
sentaram, tinham relatos de sintomatologia dolorosa. Nes-
te estudo foram detectadas 40 espécies microbianas de um
total de 30 amostras. Algumas espécies estiveram presen-
tes em mais de 75% das amostras: E. faecalis, F. nucleatum
sp.vincentii, P. gingivalis, V. parvula, C. gracilis e N. muco-
sa. A espécie E. faecalis foi detectada em 90% das amostras,
indice considerado muito alto devido a esta espécie estar
geralmente associada aos casos de fracasso da terapia endo-
dontica, com prevaléncia relativamente baixa nas infec¢des

Revista Brasileira
de Odontologia

23



24

c HIRATA JUNIOR, Raphael et al.

endododnticas primarias. Paralelamente, quatro espécies fo-
ram detectadas em casos que nio apresentavam fistula: E.
faecalis, S. anginosus, C. sputigena e C. gingivalis. Na presen-
te investigacdo, apenas dois pacientes apresentaram fistula
no momento da coleta de material e um deles apresentou
crescimento da espécie E. faecalis. Devido ao pequeno nu-
mero de dentes apresentando fistulas no momento da coleta
de material, é importante que as investigacdes acerca da co-
lonizagdo dos canais de dentes apresentando fistula por E.
faecalis sejam ampliadas, visando a correlacdo da presenga
da espécie com a formagéo de abscessos.

Adicionalmente, as fichas clinicas objetivaram a
detecc¢do de sintomatologia dolorosa, presenca de odor féti-
do, secrecao purulenta intracanal e edema. A sintomatolo-
gia dolorosa foi relatada em 20 (57,14%) dos 35 pacientes que
apresentaram cultura positiva para E. faecalis. Tais dados
apresentam concordancia com o estudo de SASSONE et al.
(9) que avaliaram a microbiota da infec¢do endodontica
primdria associada a sintomatologia dolorosa de 60 dentes,
utilizando o método Checkerboard pela técnica de hibridi-
za¢do DNA-DNA. Foi detectada uma média de 24 espécies
nas 60 amostras (7 a 38 espécies por amostra) e os den-
tes que apresentaram sintomatologia dolorosa albergavam
uma média de 26 espécies detectadas (11 a 38 por amostra).

Referéncias Bibliograficas

Além da espécie E. faecalis outros micro-organismos fo-
ram detectados como prevalentes em dentes apresentando
sintomatologia dolorosa: Fusobacterium nucleatum ssp.
vincentii, Veillonella parvula, Treponema socranski e Cam-
pylobacter gracilis.

Conclusao

o Enterococcus sp foram isolados e identificados a par-
tir de espécimes clinicos oriundos de canais radiculares de
dentes com diagndstico de necrose pulpar, com prevaléncia
de 50%. Trés espécies de Enterococcus sp foram isoladas e
identificadas: E. faecalis (94,28%), E. faecium (2,86%) e E.
durans (2,86%).

o A espécie E. faecalis foi a inica que se associou aos den-
tes com situagdes clinicas de dor, edema, drenagem de secre-
¢do purulenta intracanal e fistula.

« Sintomatologia dolorosa foi verificada em 20 (57,14%)
dos 35 pacientes com cultura positiva e na analise dos as-
pectos radiograficos, 14 pacientes (40%) apresentaram lesdo
definida no momento da coleta.

o Dentre os 35 dentes que apresentaram cultura positiva,
em trés (8,57%) foram observados odor fétido e drenagem
de secre¢ao purulenta intracanal. A presenca de edema foi
verificada em quatro dentes (11,42%). o
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