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Resumo: O género Enterococcus abrange diversas espécies, incluindo E. faecalis, que
participam de diversas doencas na cavidade bucal, tais como cdrie, infec¢des endoddnticas
recorrentes e periodontites apicais. O objetivo deste artigo foi descrever as principais caracteristicas
microbioldgicas do género Enterococcus, relacionando-as com patologias clinicas endodonticas
e periapicais. Apds descri¢do das espécies mais patogénicas do género Enterococcus, concluiu-se
que os fatores de viruléncia determinam sua elevada patogenicidade, o que se traduz em condicdes
clinicas pouco favoraveis e persisténcia das infeccdes endoddnticas, mesmo quando o retratamento
¢ instituido.
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Abstract: Enterococcus genus gathers species, including E. faecalis, which has participation
in oral pathologies, such as caries, recurrent endodontic infections and apical periodontites. The
purpose of this article was to describe the main microbiologic characteristics of the Enterococcus
genus, relating them to clinical endodontic and periapical pathologies. After description of the most
pathogenic species of the Enterococcus gender, it was concluded that its virulence factors determine
the great pathogenesis of this gender, which relates to the poor prognosis clinical conditions and
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persistency of endodontic infections, even when re-treatment is established.

Keywords: Enterococcus faecalis; endodontics; periodontics.

Introducao

O género Enterococcus inclui diversas espécies residen-
tes do trato gastrintestinal, da vagina e da cavidade bucal
como comensais. Por outro lado, algumas espécies, como
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, podem ori-
ginar doencas, incluindo infec¢oes urindrias e endocardite’.
Mais de 90% das infecgdes humanas enterocécicas sdao
causadas por E. faecalis, sendo as demais por E. faecium.
Doencas relacionadas a outras espécies desse género sao
raras'?.

Enterococcus compde um grupo de bactérias Gram-
positivas que sdo associadas a infeccdes endodonticas em
odontologia. No entanto, essas espécies correspondem a
uma porcentagem muito pequena da microbiota bacteriana
inicial de dentes com polpas necréticas sem tratamento®.
E. faecalis € freqlientemente encontrado em canais obtura-
do, exibindo sinais de periodontite cronica apical®. Estudos
in vitro™® demonstraram a capacidade do E. faecalis de
penetrar nos tubulos dentindrios, habilidade esta ndo de-
monstrada por todas as espécies bacterianas. Do ponto de

vista microbiolégico, 0s enterococos apresentam poucas
exigéncias para o seu crescimento, sendo capazes de crescer
em temperatura de 10 a 45 °C, pH 9,6 em 6,5% de solugdo
salina, e de sobreviver a 60 °C por 30 minutos. Sdo micror-
ganismos facultativos, catalase-negativos, e a grande parte
das espécies desse género hidrolisam esculina na presenca
de bile. Para a identificagio de enterococos por procedimen-
tos convencionais, testes de fermentacio de carboidratos e
utilizagdo de piruvato sdo determinados em meio de infusdo
cérebro-coracdo (BHI), contendo bromocresol violeta e
1% de carboidratos esterilizados por filtragdo ou piruvato a
1%. E. faecalis cresce em piruvato a 1%, ndo fermentando
manitol e sacarose*’.

E. faecalis apresenta resisténcia aos efeitos antimicro-
bianos do hidréxido de cdlcio, provavelmente devido ao
efetivo sistema de bombeamento de prétons que mantém
niveis de pH citoplasmadtico 6timos dificultando o tratamento
endoddntico'®. E. faecalis é ainda o microrganismo mais
comumente isolado de dentes com infecgdes pds-tratamento
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endodontico’. O isolamento do E. faecalis de canais radi-
culares ndo tem relacdo com a utilizacdo de determinados
materiais obturadores em particular, mas sim com a baixa
sensibilidade a agentes microbianos e com a habilidade em
inativa-los!'?. Grande parte dos casos clinicos mostra canais
radiculares infectados com E. faecalis que permaneceram
assintomadticos por anos, pois ndo responderam a terapia
endodontica convencional e foram descobertos por radio-
grafias periapicais que revelaram lesdes periapicais, muitas
vezes em estado avangado. Alguns pacientes revelam dor
branda e pode ocorrer a agudizacdo do processo durante o
tratamento endoddntico'!. E. faecalis é isolado de dentes
com tratamento endoddntico sem lesdo apical em torno
de 81,5% dos casos e em infec¢des pulpares e periapicais
recorrentes. Essa espécie bacteriana impede a liberagdo de
enzimas hidroliticas por células polimorfonucleadas, o que
pode explicar o seu dominio em infecgdes pulpares™!!.

Objetivo

O objetivo deste estudo foi descrever os principais fatores
de viruléncia do Enterococcus faecalis, relacionando-os com
patologias clinicas endoddnticas e periapicais.

Revisao da literatura

A habilidade de formagdo de biofilme pelo género
Enterococcus permite a colonizag¢do de superficies inertes
e bioldgicas, protege contra agentes antimicrobianos e
acdo de fagécitos, mediando adesdo e invasdo de células
do hospedeiro'? .

Além da formacgdo de biofilme, os fatores de viruléncia
mais citados na literatura s@o a producio de substancia de
agregacdo, adesinas de superficie, 4cido lipopoliteicdico,
producio extracelular de super6xido, enzima litica gelatinase
e hialuronidase'. Cada um desses fatores pode estar associa-
do a vérios estdgios de infecgdes endodonticas, bem como
a inflamacdo periapical. As bacteriocinas de Enterococcus,
por exemplo AS-48, tém importancia na dominancia de
E. faecalis em infec¢des endododnticas persistentes'.

Esses microrganismos sdo resistentes a diversos antibi-
6ticos (tetraciclina e gentamincina)®. Enterococcus ssp. sao
susceptiveis a ampicilina, benzilpenicilina, cloranfenicol,
eritromicina, kanamicina, rifampicina, estreptomicina e
vancomicina'”.

Por meio de reagdes em cadeia da polimerase (PCR),
foram analisadas as substancias de codificag@o de agrega-
¢do (asa e asa373), o ativador de citolisina (cylA), a pro-
ducido de gelatinase (gelE), o fendtipo gelatinase-negativa
(ef1841/fsrC), os fatores de aderéncia (esp e ace) e o anti-
geno de endocardite (efaA). Os resultados demonstraram
que os produtos de PCR incluindo efaA, ace e asa foram
identificados em todas as espécies testadas, mas asa 373 ndo
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foi detectada. O gene de gelatinase (gelE) foi detectado em
E. faecalis, mas ndo em E. faecium'®.

A substancia de agregagdo (AS) é uma adesina bacteria-
na, codificada por plasmidio, que responde a ferormonios
e que realiza eficiente contato entre hospedeiro e receptor
bacteriano, facilitando a troca de plasmidios'®. Esse contato
depende de uma substancia ligante, que também € codificada
por plasmidios. Espécies que ndo sdo codificadas por essa
substancia ligante néo conseguem eficiente acdo do AS'. A
substancia agregadora € de natureza protéica e sua expres-
sdo na superficie da célula pode ser induzida por soro'*. O
ASA373 pertence a familia do AS, diferindo porém em sua
estrutura protéica. O AS tem sido responsdvel por promover
adesdo direta, independente de opsonina, de E. faecalis,
a neutréfilos humanos pelo mecanismo mediado por re-
ceptores do sistema complemento, tornando essas cepas
de E. faecalis resistentes a fagocitose por neutréfilos!!.
Espécies que possuem AS realizam producio extracelular
de superdxidos, os quais contribuem para o dano tecidual
em infeccdes dominadas por E. faecalis.

Os superantigenos sdo moléculas produzidas por bac-
térias, fungos ou parasitas que podem induzir inflamagdo
atuando na estimulacdo de linfécitos T, seguida de grande
liberacdo de citocinas inflamatdrias, resultando em dano
tecidual. A associacdo de AS com a substincia ligante
apresenta atividade de superantigeno'®, levando a prolife-
racdo de linfécitos T, com subseqiiente liberacdo de TNF
beta e interferon gama, os quais estimulam a liberacio de
TNF alfa pelos macréfagos, atuando na reabsorcio dssea.
Interferon gama ativa a producdo de agente citotdxico dcido
nitrico, o que leva a destruigdo celular'.

Outro fator de viruléncia importante € a proteina ESP,
codificada pelo gene esp, detectado em casos de bacteriemia,
mas ndo em individuos sauddveis'!”. Essa proteina participa
da formagao de biofilme por E. faecalis, e, possivelmente,
essa forma de organizacgdo auxilia a bactéria a resistir ao
efeito bactericida da medicacdo de hidréxido de calcio em
canais radiculares infectados'!s.

E. faecalis apresenta em sua parede celular o dcido
lipopoliteicéico (LTA), que auxilia na ligagdo das bactérias
as células eucaridticas, incluindo linfocitos'™*. O LTA es-
timula reabsor¢do 6ssea, além de estimular diversas células
polimorfonucleadas a liberarem mediadores inflamatérios,
contribuindo para o dano tecidual'.

A gelatinase é uma metalo-proteinase, composta por
zinco, purificada e descrita em 1964%'. Ela pode hidrolisar
gelatina, coldgeno, fibrinogénio, caseina, hemoglobina e
insulina. A gelatinase € produzida por um grande nimero
de células eucaridticas, pois, no hospedeiro, faz parte de
processos fisiol6gicos normais, como regulacdo na formagao
e naremodelagdo tecidual. No entanto, no caso de individuos
com periodontites com grande quantidade de E. faecalis, os
niveis de gelatinase no fluido gengival e na saliva sdo eleva-
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dos. Assim, a hidrélise de coldgeno pela gelatinase produzida
por E. faecalis pode ter papel importante na patogénese e
na propagacéo de inflamacdes periapicais®?.

E. faecalis também produz a enzima hialuronidase, que
atua no 4cido hialurénico encontrado no tecido conjuntivo
humano, facilitando a disseminag¢@o bacteriana. Essa enzima
jé foi isolada de dentina cariada, apresentando participag@o
na destrui¢do dentindria durante o processo de cdrie*. A
presenca da hialuronidase constitui-se um fator auxiliar na
disseminacdo de uma infecgdo pulpar para a regido periapi-
cal; no entanto, esse fator ainda ndo foi comprovado.

Para a bactéria ser patogénica, ela deve essencialmente
aderir-se aos tecidos, invadi-los, multiplicar-se e sobreviver
aos mecanismos de defesa do hospedeiro e a outras bactérias,
em competi¢do, e entdo produzir dano tecidual. E. faecalis
tem os requisitos para estabelecer uma infec¢do endodontica
e manter a resposta inflamatdria potencialmente danosa ao
hospedeiro!. Ocorrendo contaminagao do canal radicular por
E. faecalis, este pode aderir-se a parte mineral da dentina
por meio do LTA e ao coldgeno por AS. A Figura 1, obtida
por meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
mostra E. faecalis aderido aos tibulos dentindrios de um
dente humano.

Outras adesinas de superficie também sdo importantes,
especialmente a ACE. No interior do canal, as bactérias
encontram uma série de condi¢des ndo-favoraveis, como
deficiéncia nutricional, toxinas de outras bactérias e medi-
cacdo endodontica. Essas condi¢cdes modulam a expressao
de adesinas bacterianas. Além disso, a infiltracdo de soro
para dentro do canal induz a expressdo de AS, aumentando
a aderéncia bacteriana. E. faecalis consegue resistir a me-
dicag¢do intracanal, como hidréxido de célcio, uma vez que
esse microrganismo consegue penetrar profundamente nos

tubcont

5 pm 0020

Figura 1. E. faecalis penetrando nos tibulos dentindrios de um
dente humano. Gentilmente cedida por Marcia Maciel Menezes e
Marcia Carneiro Valera — Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos, UNESP.
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tubulos dentindrios em direcio a polpa, ndo sendo atingi-
do pelo hidréxido de célcio. A presenga de suas toxinas e
bacteriocinas, como a citolisina, explica o porqué da ndo
existéncia de muitas outras espécies em associagdo com
E. faecalis em infec¢des endoddnticas'.

A elevacdo do pH em 8,5, conseqiiéncia de tratamentos
insuficientes com medicacdo alcalina, como o hidréxido
de célcio, aumenta a habilidade de adesdo ao coldgeno de
E. faecalis in vitro, podendo este ser o mecanismo critico
pelo qual E. faecalis predomina em infec¢des endoddnticas
persistentes®.

Apesar de o canal radicular obturado ser pobre em nu-
trientes, E. faecalis obtém sua nutriciio do dcido hialurénico
presente na dentina por meio da degradagado por hialuroni-
dase, e, nos casos de selamentos inadequados do conduto,
a entrada de fluidos potencializa a agdo de E. faecalis.
Producdo extracelular de superéxidos, gelatinase e outras
enzimas levam a dano direto dos tecidos periapicais, além de
estimular o dano tecidual causado pela resposta inflamatéria
exacerbada do hospedeiro, induzida por E. faecalis. Nao se
pode excluir o fato de que a bactéria, ultrapassando o forame
apical, atinge a regido perirradicular e, entdo, causa danos
nessa regido. No entanto, o foco de infecc@o estd no canal
radicular e nos tibulos dentindrios, regides de dificil acesso
ao sistema de defesa do hospedeiro. Portanto, a remocao
mecénica de E. faecalis, bem como o uso de anti-sépticos
na endodontia, € essencial, uma vez que residuos do LTA
podem sustentar a inflamagdo?.

Medida preventiva € a utilizagdo de agentes como a
tripsina, que bloqueia a acéo dos fatores de viruléncia, bem
como previne a invasio dos tibulos dentindrios, evitando
sua aderéncia'?.

Apesar de infecgdes endodonticas e periapicais serem
polimicrobianas, as infeccdes persistentes apresentam a
dominancia de E. faecalis"?, ressaltando a importancia
da discussdo dos seus fatores de viruléncia, assim como a
evolucao da pesquisa nessa area.

Utilizando-se da reacdo em cadeia de polimerase (PCR),
identificaram-se determinadas espécies bacterianas, incluin-
de E. faecalis, em periodontites apicais agudas, periodontite
apical cronica, periodontite apical exacerbada, sendo 71%
dos casos associados a infecgdes endodonticas primdrias e
29% a infeccdes endodonticas recorrentes (secunddrias).
E. faecalis estava presente em 70% dos casos de periodontite
apical cronica e em 72% dos dentes com infec¢des endo-
donticas secunddrias, estando, portanto, associado a falhas
nos tratamentos endodontico e periapical®.

Quarenta pacientes com lesdes perirradiculares recidi-
vantes, incluindo pacientes diabéticos, que estavam sob re-
tratamento endodontico tiveram material colhido dos canais
radiculares dos dentes afetados, sendo o material submetido
a PCR. Os resultados demonstraram que E. faecalis foi a
unica espécie enterocécica detectada, com prevaléncia de
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22%, 19% destes em pacientes ndo-diabéticos e 33% em
pacientes diabéticos *. Em contraste, outro estudo®® apontou
E. faecalis como a espécie mais prevalente na microbiota
subgengival de pacientes com periodontite cronica e bai-
xo0s niveis de linfécito T CD4. Nesse estudo, os autores
concluiram que a severa imunossupressdo tem um papel
fundamental a favor da colonizac@o dessa espécie.

E. faecalis se mantém vidvel em canais radiculares in vi-
tro, por um periodo de 12 meses sem nutrientes adicionais’.
Apresenta capacidade de se manter vidvel sob varias condi-
¢des experimentais nao-favordveis, como quando exposto
a sais biliares, acido, calor, falta de glucose, hipoclorito de
sédio e quando armazenado em dgua de torneira**'*2, A ha-
bilidade do E. faecalis de sobreviver a periodos extensos em
ambientes nutricionais limitados representa uma importante
caracteristica da patogénese desta espécie em processos
patoldgicos de falhas no tratamento endodontico®.

E. faecalis sobrevive por mais de quatro meses em soro
humano a 50%, de acordo com estudo recente*, no qual o
microrganismo cresceu e estabilizou seu crescimento em
10° UFC.mL™"! durante esse periodo, independente da den-
sidade celular inicial. Quando a concentracio de soro foi
de 1 ou 5%, os valores de crescimento observados foram
semelhantes aqueles com concentragdes mais altas de soro,
o que significa que apenas 1% de soro humano € necessario
para o crescimento e a sobrevivéncia do E. faecalis. Esses
resultados demonstram que E. faecalis é capaz de persistir
como patégeno no canal radicular, onde algumas células
podem sobreviver as medidas antimicrobianas adotadas
durante o tratamento endodontico, serem capazes de se
multiplicar utilizando nutrientes derivados do soro humano
e, dessa forma, apresentando potencial para manter a infec-
¢éo periapical®.

O papel das bactérias e de seus subprodutos no estabe-
lecimento e na perpetuagdo das infecgdes pulpares e peria-
picais é bem conhecido®. A grande maioria das bactérias
infectantes € removida durante os procedimentos endodonti-
cos de instrumentagdo e irrigacdo do canal radicular. Quando
multiplas sessdes de tratamento endoddntico sdo necessarias,
utiliza-se uma medicag¢ao intracanal com atividade antibac-
teriana. Porém, a total eliminacdo de espécies bacterianas
patogénicas nem sempre € atingida na prética clinica. As
complexidades anatdmicas de alguns canais radiculares e
as subseqiientes dificuldades de acesso de instrumentos,
irrigantes e medicacdo intracanal sdo fatores bem conheci-
dos. Além disso, a dificuldade de eliminacéo da populagdo
bacteriana encontrada em canais radiculares encontra argu-
mento na variedade de espécies bacterianas®-*¢.

Em termos de instrumentag@o de canais radiculares, um
estudo recente®’ comparou diferentes instrumentos manu-
ais e rotatorios (limas Hedstroém, Giromatic e Hero 642).
Apesar de todos os instrumentos e técnicas testadas terem
reduzido o nimero de E. faecalis no canal radicular, nao

Revista de Odontologia da UNESP

houve diferenga significante entre as técnicas em reduzir o
numero de bactérias intracanal. Outros autores®™* afirmaram
que E. faecalis e E. faecium sdo resistentes ao preparo do
canal radicular, bem como diversas medicacdes intracanal,
o que significantemente contribui para falhas no tratamento
endodontico.

O hidréxido de cdlcio (Ca (OH),) € utilizado como me-
dicacdo intracanal, por apresentar capacidade de eliminagao
bacteriana, quando utilizado durante um periodo de 7 dias.
No entanto, ja foi demonstrado* que a espécie patogénica
mais comumente isolada de tratamentos endodonticos sem
sucesso (E. faecalis) € capaz de sobreviver nos tibulos denti-
ndrios apds longos periodos de terapia a base de hidréxido de
célcio, sendo essa afirmacéo corroborada por estudos***! nos
quais o hidréxido de célcio ndo foi eficaz na sua eliminagdo
nos cones de guta-percha.

Foram feitas tentativas de aumentar o poder bactericida
do hidréxido de célcio, incluindo a adi¢do de medicamentos
como monoclorafenol canforado (CMC) e iodeto de potassio
2% (KI)*». O hidréxido de cdlcio eliminou 94% das bactérias
testadas, porém nao apresentou efeito bactericida sobre o
E. faecalis. No entanto, apesar do KI ter resultado em 9 de
10 amostras livres de espécies bacterianas nas primeiras
24 horas, o nimero médio de bactérias remanescentes apds
esse periodo de tempo foi 99,99% menor com KI do que com
o hidréxido de célcio. Portanto, os autores concluiram que o
KI tem grande potencial de eliminag@o de E. faecalis quando
o seu tempo de contato com a superficie dentdria € de quinze
minutos, em média, o que o torna um material interessante
para irrigagdo e ndo para medicacdo intracanal.

A clorexidina apresentou boa eficicia contra E. faecalis;
no entanto, essa eficicia € diretamente dependente da con-
centracdo, e a associagdo de clorexidina a 0,5% e hidréxido
de cédlcio demonstra ser mais eficiente do que apenas a
utilizagéo de hidréxido de cdlcio®. A combinagdo de gel de
clorexidina a 0,2% e hidroxido de calcio se mostrou eficaz
na eliminacédo de E. faecalis*. No entanto, a combinago
de clorexidina e hidréxido de célcio pode ser clinicamente
dificil do ponto de vista de obtura¢do de canal. Em com-
pensacéo, em outro estudo®* a clorexidina a 2% foi mais
efetiva do que o hidréxido de célcio a 2,5% na eliminagdo
de E. faecalis. Porém, de acordo com um recente estudo*,
nao houve diferencas significantes em termos de redugdo de
unidades formadoras de colonia de E. faecalis comparando-
se clorexidina em gel a 2%, clorexidina liquida a 2% e
hipoclorito de s6dio a 5,25%.

Uma outra metodologia que vem sendo considerada
para eliminar espécies bacterianas € a utilizacio de ozonio.
No entanto, o 0oz6nio apresentou pouca atividade sobre
Enterococcus ssp. quando ha formagdo de biofilme®.

A identificacio de microrganismos capazes de resistir a
terapia de tratamento endodontico e sobreviver no ambiente
do canal radicular auxilia no desenvolvimento de eficazes
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terapias antimicrobianas. Técnicas microbioldgicas mole-
culares aumentam a sensibilidade de detec¢do microbiana
e, assim, permitem a identificagdo de Enterococcus com
maior precisao®.

A complexa interacdo entre diferentes espécies bac-
terianas existentes em infec¢des pulpares primdrias ou
secunddrias resulta em quadros clinicos caracteristicos, 0s
quais ndo podem ser alcancados por espécies bacterianas
individuais. Assim, a pesquisa relacionando interacdes
entre Enterococcus, Peptostreptococcus, Fusobacterium,
Prevotella, Porphyromonas e Tanerella, com caracteristicas
clinicas, utilizando técnicas microbiolégicas moleculares,
principalmente com espécies bacterianas dificeis de serem
cultivadas in vitro (como Tanerella forsythensis e Treponema
denticola), auxilia na obtencdo de uma descri¢do mais com-
preensiva dos microrganismos endopatogénicos?.

Com a descri¢do dos microrganismos que participam
das infec¢gdes endodonticas e periapicais, bem como de
suas caracteristicas microbioldgicas, espera-se que novas
medicacdes intracanal e irrigantes auxiliem no tratamento
e na resolugdo dessas patologias persistentes.

Consideracoes gerais

Enterococcus abrangem espécies patogénicas, sobretudo
E. faecalis, presentes em infec¢des endodonticas e periapi-
cais persistentes. Caracteristicas microbioldgicas, bem como
seus fatores de viruléncia, determinam a patogenicidade de
E. faecalis, o que se traduz em condigdes clinicas pouco
favoraveis e persisténcia das infec¢des, mesmo quando o
retratamento € instituido.
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