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RESUMO

Enterococcus faecalis foi sugerido como sendo um importante agente etiolégico do insucesso
endodontico. Foi encontrado no sistema de canais radiculares em um percentual de 22% a
77% e foi associado com a formacdo de estruturas chamadas biofilmes. O objetivo do
presente estudo foi avaliar, in vitro, a efetividade de cimentos endoddnticos, hipoclorito de
sodio a 2,5% e solucdo do dleo essencial da Lippia sidoides a 0,5% na eliminagdo de
biofilmes de E. faecalis. Material clinico foi coletado de 37 pacientes com infec¢Ges cronicas
do canal radicular e 14 cepas de Enterococcus faecalis foram isoladas (37,8%). Biofilmes de
uma cepa de colecdo de cultura (ATCC) e de uma cepa clinica multiresistente (Isolado 12)
foram incubados por 8 dias. Esse periodo foi selecionado baseado em estudo cronolégico do
desenvolvimento de biofilmes de Enterococcus faecalis através de Microscopia de Forca
Atomica. Foi verificado que houve uma reducio significativa no ndmero de bactérias quando
os biofilmes foram expostos aos cimentos endoddnticos em relacdo ao controle para as duas
cepas testadas (p<0.001). Analisando a cepa ATCC, foi verificado que o cimento endoddntico
Epiphany® apresentou acdo similar ao cimento Endofill® (p>0.05); resultado semelhante foi
encontrado para o isolado 12. Quando a susceptibilidade das cepas frente aos cimentos
endodonticos foi comparada verificou-se que o Isolado 12 foi menos susceptivel comparado a
cepa ATCC (p<0.001). Observou-se que a solucdo do 6leo essencial de Lippia siodides a
0,5% apresentou acdo similar ao hipoclorito de sédio a 2,5% quando os biofilmes das duas
cepas foram expostos por 10 minutos a essas substincias (p<0.001). Comparando a
susceptibilidade das duas cepas as solucdes testadas, ndo houve diferenca entre elas (p>0.05).

Palavras-chave: Enterococcus faecalis, biofilme, Cimentos endoddnticos



ABSTRACT

Enterococcus faecalis has been suggested to be an important etiological agent in endodontic
failure. It has been found in the root canal system in a perceptual ranging from 22% to 77%
and it has been associated to organisms structured in biofilms. The aim of the present study
was to evaluate, in vitro, the effectiveness of endodontic sealers, 2.5% sodium hypochlorite,
and 0.5% Lippia sidoides essential oil in eliminating E. faecalis biofilms. Clinical material
was collected from 37 patients with root canal chronic infections and 14 Enterococcus
faecalis strains were isolated (37.8%). Biofilms from a reference (ATCC) and a clinical
multirresistant strain (isolate 12 ) were grown for 8 days. This period was selected based on a
chronological study of the Enterococcus faecalis biofilm development through Atomic Force
Microscopy. It was verified that there was a significant reduction of the bacteria number when
the biofilms were exposed to the endodontic sealers related to the control for the two tested
strains (p<0.001). Analyzing the ATCC strain, it was seen that the Epiphany® endodontic
sealer presented similar action compared to Endofill® (p>0.05), similar result was found for
Isolate 12. When the strains susceptibilities against the sealers was compared it was verified
that the isolate 12 was less susceptible than the ATCC strain (p<0.001). It was verified that
the 0.5% essential oil solution of Lippia siodides presented a similar action to 2.5% sodium
hypochlorite when the biofilm of ATCC strain and isolate 12 were exposed for 10 minutes to
this substances (p<0.001). Comparing the susceptibility of the two strains to the solutions
tested, there was no difference between them (p>0.05).

Key words: Enterococcus faecalis, biofilm, endodontic sealers
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1-Introducao
1.1-Falha do tratamento endodontico
No Brasil, existem milhdes de desdentados, e mesmo com os avangos dos
procedimentos preventivos e técnicos ndo se tém obtido éxito suficiente para evitar um grande
nimero de perdas dentdrias. Muitas dessas perdas acontecem pela falha ou insucesso de
técnicas empregadas corriqueiramente na clinica odontoldgica. Quando elementos dentais
acometidos por cdrie ndo sdo tratados precocemente, 0s microrganismos causadores desta
patologia além de atingirem os tecidos duros da estrutura dental propagam-se até o complexo
dentino-pulpar podendo levar a inflamagdes irreversiveis da polpa e em seqii€ncia a necrose

do tecido pulpar.

A necrose pulpar é a morte da polpa, significando a cessacdo dos processos
metabdlicos desse 6rgdo, com a conseqiiente perda da sua estrutura, bem como de suas defesas
naturais (KUTTLER, 1961, p.70). Nestes casos o canal radicular transforma-se em ambiente
propicio a proliferacdo microbiana, pela presenca de nutrientes e restos organicos oriundos do

proprio tecido pulpar necrético (LEONARDO et al., 1998, p.125).

Quando da realizagdo do tratamento endoddntico objetiva-se a morte e remogdo da
maior quantidade e qualidade de espécimes microbianos, seja através da utilizacdo de solugdes
irrigantes, curativos de demora (medicagdo intracanal) ou de materiais obturadores com

propriedades antimicrobianas.

Em alguns casos, o tratamento endoddntico pode vir a falhar. Essa falha geralmente
ocorre quando o tratamento ndo é realizado em um padrdo aceitdvel (SELTZER et al., 1963;

ENGSTROM et al., 1964a).

Estudos que investigaram a etiologia da falha em Endodontia bem realizada
revelaram cinco fatores que podem contribuir para a persisténcia de radiolucéncia periapical apds
o tratamento (EVANS et al., 2002): infec¢do intra-radicular ( NAIR er al., 1990a); infecgdes
extra-radiculares por bactérias das espécies Actinimyces israelii e Propionibacterium
propionicum (NAIR e SCHROEDER, 1984; SJOGREN et al., 1988); reacdo de corpo estranho
(KOOPANG et al., 1989; NAIR et al., 1990b); cistos, especialmente aqueles contendo cristais de

colesterol e tecido fibroso de cicatrizagdo ap6s tratamento convencional (NAIR et al., 1999).

Estudos de microscopia e cultivo de microrganismos t€m relatado a ocorréncia de
infecgdes extra-radiculares tanto em elementos dentais submetidos a terapia endoddntica quanto
naqueles ndo tratados (TRONSTAD et al., 1987; TRONSTAD et al., 1990; IWU et al., 1990;
WAYMAN, 1992; LONCALI et al., 1996; SIQUEIRA JUNIOR e VENTURIM, 1997).
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Os microorganismos que se estabelecem nos tecidos perirradiculares sdo
inacessiveis aos procedimentos de desinfec¢do endodontica, por esse motivo, a infeccdo extra-
radicular pode ser considerada um fator a concorrer para a falha da terapia endodontica
(SIQUEIRA JUNIOR, 2001). Esses organismos apresentam a capacidade de escapar da acdo de
células e moléculas de defesa defendendo-se do sistema complemento, evitando a destruicao por
fagdcitos, causando imunosupressdo, realizando mudancga de cobertura antigénica e induzindo

protedlise de anticorpos (SIQUEIRA JUNIOR e VENTURIM, 1997).

No entanto, poucos microorganismos apresentam a capacidade de sobreviver aos
mecanismos de defesa do hospedeiro e dessa forma induzir infec¢@o persistente extra-radicular.
Actinomyces spp e Propioniobacterium propionicum possivelmente estdo envolvidos nesta

patologia (NAIR et al., 1990a).

Na maioria dos casos, a falha do tratamento endodontico € o resultado da
persisténcia de microrganismos na porcio apical do sistema de canais radiculares, mesmo em
dentes aparentemente bem tratados (SIQUEIRA JUNIOR, 2001). Estudos t¢ém demonstrado que
parte do espago do canal radicular frequentemente permanece intocada durante o preparo
quimico-mecanico, independente da técnica e instrumentos empregados. (LIN er al.,, 1991;
SIQUEIRA JUNIOR e VENTURIM, 1997). Areas ndo tocadas podem conter bactérias e tecido
necrdtico mesmo quando a obturagdo apresenta-se radiograficamente adequada (NAIR et al.,

1990a; LIN et al., 1991)

Os microrganismos em tais locais podem estar arranjados em biofilmes que ndo
foram removidos pela instrumentacdo e irrigacdo. Visualizando a grande complexidade
anatomica do sistema de canais radiculares (HESS, 1921) e a organizagéo ecoldgica da flora em
biofilmes (COSTERTOM et al., 2003; NAIR, 1987), € muito improvavel que um sistema de
canais absolutamente livre de microrganismos possa ser conseguido por qualquer uma das

técnicas atuais de preparacdo dos canais, limpeza e procedimento de obturacdo (NAIR, 2006).

1.2-Microbiota do canal radicular tratado

A microbiota associada aos casos de falha difere marcadamente daquela associada
ao dentes ndo tratados (infec¢do primaria do canal radicular). Enquanto a tltima estd tipicamente
associada a infec¢des mistas, nas quais bastonetes Gram-negativos anaerobios sdo dominantes, a

primeira é composta por poucas espécies bacterianas (GOMES et al., 1996).

Muitos s@o os indicativos de que ocorre selecdo na microbiota endodontica, por

fatores nutricionais, baixo potencial de oxido redugdo, pH, temperatura, interagdes positivas
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e/ou antagonismos entre 0s microrganismos e os mecanismos de defesa do hospedeiro no

decorrer da patologia endoddntica (GOMES et al., 1996).

Apenas um pequeno nimero de espécies tem sido encontrado no canal de dentes que
foram submetidos a tratamento endodontico e que, no periodo de proservacdo, revelou
radiolucéncias periapicais persistentes (NAIR, 2006). Para sobreviver no canal radicular tratado,
microrganismos devem resistir a medidas de desinfeccdo intra-radiculares e adaptarem-se ao
ambiente no qual existe pouca disponibilidade de nutrientes. As poucas espécies microbianas que
tem essa habilidade podem estar envolvidas na recidiva da patologia endodontica, e nesses casos
sdo predominantemente cocos Gram-positivos, bastonetes e filamentosos (SIQUEIRA JUNIOR,
2001). Em técnicas de isolamento através de cultivo microbiano, espécies pertencentes aos
géneros Actinomyces, Enterococcus e Propioniobacterium sao frequentemente isolados de canais
radiculares com essas caracteristicas (MOLER, 1966, SUNDQVIST e REUTERVING, 1980).
Dentre esses, o Enterococcus faecalis € um organismo que, apesar de apresentar-se em pequena
propor¢do na infeccio endododntica primdria, tem importante papel na etiologia das infecc¢des
persistentes apds tratamento do canal radicular (DAHLEN et al., 2000; PINHEIRO et al., 2003a;
PINHEIRO et al., 2003b, KAUFMAN et al., 2005; STUART, et al., 2006).

Ao contrario da maioria dos patdgenos endoddnticos frequentemente encontrados
em infec¢des primdrias, o E. faecalis pode colonizar canais radiculares em infecgdes
monomicrobianas e tem uma relativa independéncia de sobrevida sem precisar de nutrientes
derivados do metabolismo de outras bactérias. Condi¢des ambientais podem regular a
expressdo de genes no E. faecalis, que podem permitir sua adaptacdo a diferentes condigdes
externas. Isso inclui a habilidade de sobreviver em locais com escassez de nutrientes com a
possibilidade de recolonizagdo quando o aporte nutritivo for restabelecido. Todas essas
propriedades ajudam a explicar uma prevaléncia significativamente alta em casos de falha

endodontica (PINHEIRO et al., 2003b).

1.3-Género Enterococcus: caracteristicas gerais

Bactérias do género Enterococcus caracterizam-se como células Gram-positivas,
ovoides e ndo-esporuladas, arranjando-se em células individuais, pares ou cadeias curtas,
podendo ou ndo apresentar motilidade. S3o anaerdbios facultativos, quimiorganotréficos, com
necessidades nutricionais complexas e um metabolismo que apresenta o 4cido litico como
principal produto da fermentacdo da glicose. Apresentam-se como microrganismos nao
produtores de catalase, mas algumas cepas produzem pseudo-catalase (HARDIE e WHILEY,
1997).
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Os Enterococcus foram originalmente classificados como cocos entéricos gram-
positivos e posteriormente incluidos no género Streptococcus (SCHLEIFER e KILPPER-BALZ,
1984). Nos anos 30, com o estabelecimento do sistema de tipagem soroldgica de Lancefield,
foram classificados como estreptococos do grupo D e diferenciados dos estreptococos nao-
enterococicos deste grupo como o Streptococcus bovis através de caracteristicas bioquimicas
(MOELLERING JUNIOR, 1992). Posteriormente foi recomenddado que o termo Enterococcus
fosse utilizado especificamente para Streptococcus que crescessem entre 10°C e 45°C, a um pH
de 9.6, em NaCl 6,5% e sobrevivesse a 60°C por 30 minutos (SIQUEIRA JUNIOR E
GONCALVES, 1996).

Nos anos 80, baseado em diferencas genéticas, os enterococos foram removidos do
género Streptococcus e colocados em um género proprio (SIQUEIRA JUNIOR et al., 1997).
As designacdes usadas previamente para as espécies relacionadas ao enterococos tais como
faecalis, faecium, durans entre outras foram mantidas, mas a partir de entdo foram precedidas
pelo nome do género Enterococcus. Atualmente 38 espécies ja foram identificadas
(http://www .bacterio.cict.fr/e/enterococcus.html), mas apenas duas sdo responsdveis pela
maioria das infeccdes enteroc6cicas humanas; o Enterococcus faecalis relaciona-se a 80 a
90% dessas infec¢des enquanto o E. faecium a apenas 5 a 15%. Outras espécies
(E.gallinarum, E.casseliflavus, E. durans, E. avium, E. raffinosis, dentre outras) pouco
frequentemente sdo isoladas e contribuem com menos de 5% dos isolados clinicos
(SHERMAN, 1937; MOELLERING JUNIOR E WEINBERG, 1971; UTTLEY et al., 1988;
MURRAY, 1992; PATTERSON et al., 1995).

Enterococos sdo tipicamente encontrados no trato intestinal e fezes do homem e
outros animais (MURRAY, 1990). Algumas espécies t€m sido isoladas do solo, 4dgua e
plantas, e sua habilidade de crescer em uma grande variedade de condi¢des ambientais,
incluindo extremos de temperatura e concentracdes de sal, deve ser levada em consideracdo
para entender-se a ubiqiiidade de distribuicdo das espécies do género (HARDIE e WHILEY,
1997).

Sao organismos comensais que tem potencial de causar doenca, e além de serem
encontrados no trato intestinal, podem ser isolados do trato geniturindrio, corrente sangiiinea,
lesdes intra-abdominais, feridas de queimaduras, endocardio, trato biliar e artificios protéticos
in situ. Especialmente a espécie Enterococcus faecalis pode estar ligada a uma significativa
propor¢cdo de casos de endocardite bacteriana em um percentual de 5% a 20% dos casos
(HARDIE e WHILEY, 1997).

Desde a metade dos anos 70 sdo também reconhecidos como causa de infecc¢oes

hospitalares em pacientes que foram submetidos a antibioticoterapia de largo espectro ou que
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foram hospitalizados por longos periodos de tempo. Cepas isoladas de pacientes com esse
perfil t€m apresentado multi-resisténcia a antimicrobianos comumente utilizados na clinica
médica (COSTERTON et al., 1999).

E. faecalis sdo patdégenos oportunistas que podem causar infeccdes severas em
diferentes sistemas do corpo, particularmente em pacientes imunossuprimidos
(BALDASSARI et al., 2004). Esses organismos apresentam a capacidade de translocar-se
através da barreira intestinal sendo este um dos principais meios pelo qual podem espalhar-se
para outros sitios distantes no corpo. Gentry-Weeks e colaboradores. (1999) mostraram que E.
faecalis foi capaz de sobreviver no interior de macréfagos peritoneais, o que pode contribuir
para sua patog€nese por evitar a acdo da terapia antimicrobiana; Baldassari et al. (2004)
atribuem essa habilidade a capacidade de produgdo de polissacarideo extracelular por parte da
célula bacteriana.

Uma vez que esse organismo consiga ultrapassar a barreira da mucosa intestinal e
caia na corrente sangiiinea pode colonizar outros sitios no organismo (GENTRY-WEEKS et
al., 1999). Sedgley et al. (2006), pesquisaram a prevaléncia de E. faecalis em diferentes sitios
intra-orais de 41 pacientes e o encontraram em 42% das amostras de lingua, 14% das
amostras de sulco gengival e 10% dos lavados orais. Em 1964, Engstron postulou a existéncia
de uma ligacdo direta entre a ocorréncia do E.faecalis na cavidade bucal e no canal radicular.

Essa bactéria apresenta a capacidade de ligar-se ao coldgeno da dentina e de
invadir os tibulos dentindrios, podendo assim permanecer no interior do sistema de canais
mesmo apds preparo quimico-mecanico. Aliado a essa caracteristica, possui uma série de
fatores de viruléncia que permitem sua sobrevida intra-canal, incluindo aderéncia as células
do hospedeiro (KREFT ez al., 1992) expressdo de proteinas que favorecem a sobrevivéncia
celular como resultado da alteracdo do suprimento nutritivo de determinado ambiente
(GIARD el al., 1996) a habilidade de competir com outras células bacterianas (GALVEZ et
al., 1991) e de alterar a resposta imunolégica do hospedeiro (MAYAZAKI et al., 1993);
consegue ainda suportar longos periodos de deplecdo nutricional fator que contribui para que
a bactéria permaneca no interior do canal radicular levando a cronicidade da infeccdo
endodontica.

E. faecalis sdo bactérias comumente encontradas em canais radiculares submetidos
a retratamento e sabendo-se do seu potencial patolégico em outros sitios do corpo humano e
ainda devido ao aumento de cepas multi-resistentes é indicado a realizacdo de diagndstico

microbiolégico em infecgdes endodonticas focando tais bactérias (DAHLEN er al., 2000).
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1.4-Resisténcia do género Enterococcus aos antimicrobianos

A resisténcia bacteriana a agentes antimicrobianos pode ser dividida em dois tipos
gerais: uma na qual a caracteristica de resisténcia apresenta-se como uma propriedade
intrinseca e outra que pode ser adquirida. Os termos resisténcia intrinseca ou inerente sio
usados para indicar uma resisténcia que é uma caracteristica usual, presente em todas ou
quase todas as cepas da espécie (TOCARS et al., 1999). Os genes para resisténcia intrinseca,
como outras caracteristicas da espécie, parecem residir em cromossomo (MURRAY, 1990).
Resisténcia adquirida pode resultar tanto de mutagdes no DNA existente quanto da aquisi¢do
de novo DNA.

Essas transferéncias genéticas ocorrem geralmente no trato gastrointestinal de
homens e animais, local onde outras bactérias também estdo expostas a pressoes seletivas pelo
uso terapéutico e subterapéutico de antimicrobianos (MUNDY, et al., 2000).

As vdrias caracteristicas intrinsecas expressadas pelos enterococcus incluem
resisténcia a penicilina semi-sintética penicilinase-resistente, cefalosporinas, baixos niveis de
aminoglicosideos e baixos niveis de clindamicina. Exemplos de resisténcia adquirida ao
cloranfenicol, eritromicina, altos niveis de clindamicina, tetraciclina, altos niveis de
aminoglicosideos, penicilina através da produgcdo de penicilinase, fluoroquinolonas e
vancomicina sdo encontrados na literatura (MASCHIETO et al., 2004). Resisténcia a altos
niveis de penicilina sem a producio de penicilinase e resisténcia a fluoroquinolonas ocorrem
presumivelmente por mutagdes (MURRAY, 1990). Existe uma preocupagdo atual com a
emergéncia de cepas multi-resistentes isoladas principalmente de pacientes hospitalizados por

longos periodos e/ou que receberam terapia antimicrobiana de amplo espectro.

Foi demonstrado que E. faecalis é capaz de translocar-se do sistema de canais
radiculares para lifonodos submandibulares de ratos “germ-free”, sugerindo que essa rota de
infec¢do pode apresentar papel importante na patogénese de infeccdes oportunistas (RIBEIRO

SOBRINHO et al., 1998; DE MELO MALTOS et al., 2003).

Sendo assim a associag@o de bactérias possivelmente isoladas na cavidade bucal com
patologias sist€émicas é de grande interesse e consequentemente a avaliacdo do perfil de

sensibilidade destas espécies bacterianas a antimicrobianos de uso sistémico € de grande valia.

1.5-Género Enterococcus e a cavidade bucal
Em 1964, Engstrém postulou a correlacio direta entre a ocorréncia de enterococos
na cavidade oral e na cavidade pulpar (ENGSTROM, 1964b). Na cavidade oral o enterococos

tem sido associado com lesdes mucosas em pacientes imunocomprometidos e superinfec¢des
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periodontais. De acordo com Wahlin e Holm (1988) as infec¢des persistentes do sistema de
canais radiculares associam-se especialmente ao E. faecalis.

E. faecalis tem sido apontado como a espécie mais comumente isolada de dentes
com falha endodontica em estudos utilizando métodos de cultivo microbiano e técnicas
moleculares (ROCAS et al., 2004a; ROCAS et al., 2004b; SIQUEIRA JUNIOR e ROCAS,
2004), sendo identificado em 24% a 77% dos casos (SIQUEIRA JUNIOR e ROCAS, 2004).
A grande variacdo na prevaléncia deste microorganismo entre os diferentes estudos pode ser
atribuida a diferentes técnicas de identificacdo, diferencas geograficas, ou no tamanho da
amostra (BAUMGARTNER et al., 2004; FOUAD et al., 2005). Em alguns casos tem sido
encontrado como o Unico microorganismo (culturas puras) presente em elementos dentais
obturados que apresentam lesdes periradiculares (SUNDQVIST et al.,1998; PINHEIRO et al.,
2003b). Foi sugerido que a viruléncia do E. faecalis pode estar relacionada a sua capacidade
de resistir a medicacOes intracanal, e a sua habilidade de sobreviver no canal radicular como

unico organismo sem o suporte de outras bactérias (FABRICIUS et al.,1982).

Tal microorganismo apresenta a capacidade de tolerar pH acima de 11.5, o que pode
ser uma razao pela qual esse organismo sobrevive ao tratamento antimicrobiano com curativo de
hidréxido de cdlcio (BYSTROM et al., 1985a; ESTRELA et al., 2001; EVANS et al., 2002).
Essa resisténcia ocorre provavelmente em virtude de sua habilidade de regular seu pH interno

com uma eficiente bomba de prétons (EVANS et al., 2002).

Essa espécie do género Enterococcus apresenta ainda a habilidade de sobreviver em
ambientais desfavordveis, fator muito importante para a maioria das bactérias por comumente
experimentarem periodos de falta de nutrientes. Varios sistemas regulatérios apresentam papel
essencial na habilidade das bactérias de resistirem a deplec@o nutricional. Esses sistemas estdo
sob o controle de determinados genes, cuja transcri¢do € ativada em tais condi¢des (SIQUEIRA

JUNIOR, 2001).

E. faecalis apresenta também a capacidade de suprimir a acdo de linfocitos, essa
caracteristica pode potencialmente contribuir para sua persisténcia na patologia endodontica
(LEE et al.,2004). Tem sido demonstrado que este organismo expressa proteina de ligacdo ao
colageno (Ace) o que auxilia na sua adesdo ao coldgeno tipo I da dentina, na presenca de
conteido oriundo do osso alveolar e ligamento periodontal circunjascente (HUBBLE et al,

2003).

As vérias caracteristicas exibidas pelo E. faecalis vém a contribuir para sua

permanéncia no sistema de canais radiculares apds o uso de medidas para sua erradicacdo
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durante a terapia endoddntica. Dessa forma o entendimento das propriedades dessas substincias

e seus mecanismos de resisténcia devem ser estudados.

1.6-Enterococcus faecalis versus medidas de desinfec¢cio do sistema de canais
radiculares

Alguns estudos tém analisado a capacidade do E. faecalis em resistir aos
procedimentos terapéuticos endoddnticos. (BYSTROM e SUNDQUIVIST, 1995; SIQUEIRA
JUNIOR et al., 1997; FUSS et al., 1997; HELING e CHANDLER, 1998; SIQUEIRA JUNIOR
et al., 1998; ESTRELA et al., 2001; SPRATT et al., 2001; GOMES et al., 2001; BUCK, et al.,
2001; DISTEL et al., 2002; MICKEL et al., 2003; RADCLIFFE et al., 2004; SALEH et al.,
2004; ABDULLARH, et al., 2005; PIZZO et al., 2006; MELKER et al., 2006)

1.6.1-Hipoclorito de sédio

O hipoclorito de sédio ¢ um composto halogenado e registra-se o seu primeiro uso
em 1792 com o nome de “dgua de Javele”, uma mistura de hipoclorito de sédio e potéssio.
Em 1820, Labarraque obteve o hipoclorito de sédio (NaOCI) a uma concentracdo de 2,5% de
cloro ativo sendo utilizado inicialmente para realizacdo de desinfeccdo de feridas. Durante a
primeira guerra mundial, Dakin propds a concentragdo de 0,5% para a solucdo de hipoclorito
de sodio associada a sua neutralizagdo com &4cido borico para o tratamento das feridas dos
soldados (DAKIN, 1915; HAUMAN e LOVE, 2003).

Em 1936, Walker introduziu o uso do NaOCIl na Endodontia. Desde entdo, em
diferentes concentragdes, tornou-se a solug¢do auxiliar da instrumentacdo mais utilizada na
terapia endoddntica (SIQUEIRA JUNIOR et al., 1997).

O NaOCl apresenta excelente atividade antimicrobiana frente a microbiota
endodontica (BYSTROM e SUNDQVIST,1983; FOLEY et al., 1983; HAUMAN e LOVE,
2003) atividade esta que relaciona-se com a formacdo de compostos contendo cloro ativo,
como o acido hipocloroso e o fon hipoclorito (LOPES e SIQUEIRA JUNIOR, 1999).

O cloro ativo, liberado pelo 4cido hipocloroso, ao entrar em contato com as
proteinas tissulares forma nitrogénio, formaldeido e acetaldeido. Como conseqiiéncia ocorre a
quebra da cadeia de peptidios resultando na dissolucdo das proteinas. Durante este processo,
hidrogénio do grupamento amina (-HN) € substituido por cloro (-NCL) formando cloraminas,
compostos de alta toxicidade, os quais interferem no metabolismo celular (ESTRELA et al.;

2000; HAUMAN e LOVE, 2003).
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Algumas enzimas bacterianas possuem cadeias laterais que terminam em
grupamentos sulfidrila (SH). Essas enzimas somente exercem suas func¢des quando este
grupamento se encontra livre e reduzido; o cloro age promovendo a oxidac@o irreversivel do
grupamento sulfidrila causando inativacido das enzimas essenciais e conseqilentemente a
morte celular (ESTRELA et al.; 2000; HAUMAN e LOVE, 2003).

A capacidade solvente tecidual do hipoclorito de sédio € atribuida ao hidréxido de
sodio oriundo da reacdo do NaOCl com dgua. O NaOH (hidr6xido de s6dio) promove a
hidrélise das proteinas convertendo-as em aminodcidos, e a dos lipidios em acidos graxos
livres, que sdo soluveis e facilmente removidos do interior do canal radicular (ABOU-RASS e
PICCININO, 1982; BAUMGARTNER e CUENIN, 1992; VIANNA et al., 2004). Tem sido
descrito também os efeitos deletérios dessa substancia no DNA bacteriano que envolve a
formacdo de derivados clorados de bases nucleotidicas (SHIH e LEDERBERG, 1976;
DENNIS et al., 1979; DUKAN e TOUATI, 1996).

Como conseqiiéncia das propriedades de dissolucdo tecidual e atividade
antimicrobiana, o NaOCI € altamente toxico em altas concentra¢des causando danos ao tecido
periapical quando em contato com o mesmo. Estes danos sdo causados pelo seu efeito
oxidativo aos tecidos vitais da regido periapical (SPANGBERG er al., 1973; BECKING,
1991; HULSMANN e HAHN, 2000; FERRAZ et al., 2001). Outras caracteristicas negativas
sdo o odor e gosto desagraddveis, tendéncia a manchar roupas, potencial corrosivo (NEAL et
al., 1983; BAUMGATNER e CUENIN, 1992) e capacidade de causar reagOes alérgicas
(KAUFMAN e KEILA, 1989).

1.6.2-Oxido de zinco e eugenol

O objetivo do selamento do sistema de canais radiculares é prevenir que o exudato
periapical se difunda para a parte ndo obturada do canal, evitar a infiltracio e recolonizacdo
bacteriana e prevenir que bactérias residuais tenham acesso aos tecidos periapicais (MICKEL
et al., 2003).

De acordo com Grossman, cimentos endoddnticos devem ser biocompativeis,
fornecer um selamento hermético e ter efeito antimicrobiano (GROSSMAN, 1980).

A atividade antimicrobiana do cimento obturador de canais é importante para
evitar a contaminacio durante a fase de manipulagdo, completar o efeito antimicrobiano das
medidas de desinfeccdo do sistema de canais e inibir o crescimento de microrganismos que
possivelmente permaneceram no canal apds preparo quimico-mecanico (MICKEL et al,

2003).
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Cimentos endodonticos que apresentam em sua constituicao substincias tais como
paraformaldeido, eugenol e timol auxiliam na eliminacdo de bactérias remanescentes no
sistema de canais (PUMAROLA et al.,1992).

Os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol (OZE) sdo cimentos tipo
Grossman, compostos por prata e resina pulverizadas, 6xido de zinco, solucdo de cloreto de
zinco e eugenol.

Hume (1998) demonstrou que o eugenol confere propriedades farmacoldgicas aos
cimentos, pois é capaz de eliminar bactérias. No entanto sua quantidade ndo pode ser muito
elevada para ndo ocorrer aumento na citotoxicidade do cimento do qual € constituinte. O
eugenol possui alto poder bactericida, e dados de Hume (1984) demonstraram que a
concentracdo de eugenol que se difunde pela dentina ndo € citotoxica. Sua alta toxicidade
pode ser atribuida a sua afinidade por membranas citoplasmaticas, devido a sua
lipossolubilidade (MARKOWITZ et al., 1984).

O zinco também possui atividade antimicrobiana indireta, pois funciona como
ativador ou constituinte de muitas enzimas, sendo necessario para o metabolismo de varias
células inflamatdrias (PIZZO et al., 2006).

O Endofi11®, um cimento endoddntico a base de 6xido de zinco e eugenol, tem
demonstrado boa estabilidade de volume, impermeabildade, aderéncia e dissolucdo
(HOLLAND et al, 1974; BENATTI et al,1978), mas é considerado por Barbosa e
colaboradores (2003) como irritante aos tecidos periapicais. Quando comparado com o0s
cimentos a base de hidroxido de cdlcio e & base de resina-epdxica tem apresentado maior
atividade antimicrobiana (SIQUEIRA JUNIOR e GONCALVES, 1996).

Saleh et al., (2004) estudaram a ag@o de diferentes cimentos endodonticos,
incluindo aqueles a base de 6xido de zinco e eugenol (OZE), em modelos in vitro de
contaminacgdo dentindria com E. faecalis. Os resultados encontrados demonstraram que o uso
de cimento a base de OZE levou a morte de tais bactérias em um didmetro de 300 pm ao
redor da luz do canal.

Existem poucos estudos focados na possivel explicagdo da resisténcia que o E.
faecalis apresenta a terapia endodontica. Essa espécie € facilmente destruida quando cultivada
in vitro, mas torna-se resistente quando presente no ambiente do sistema de canais radiculares
(DISTEL et al., 2002).

Sendo assim, acredita-se que o E. faecalis deve sofrer algum tipo de mudanga
quando dentro do canal radicular, possivelmente ativando alguns fatores de viruléncia que o

fazem mais resistentes.
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1.6.3-Epiphany®

Recentemente, a Resilon Research LLC (Madson, CT) introduziu no mercado
pontas para obturacdo (Resilon®) e um cimento endodéntico resinoso (Epiphany®). Esses
produtos sdo usados em combinacdo com um primer auto-condicionante para criar um
monobloco sélido que preenche o sistema de canais radiculares. Resilon® é uma resina
termoplastificdvel baseada em polimeros de poliéster e contém metacrilato bifuncional, vidro
bioativo, e agentes de radiopacidade. O cimento resinoso, Epiphany Root Canal Sealer®
(Pentron Clinical Technologies, Wallingford, CT), contém bisfenol-A dimetacrilato diglicidil
(BisGMA), BisGMA etoxilado, dimetacrilato uretano, metacrilato difuncional hidrofilico,
béario silanizado, sulfato de badrio, silica, hidréxido de célcio, oxicloreto de bismuto com
aminas, peroxido, foto iniciador, estabilizador e pigmentos (ONAY et al., in press).

Epiphany® € um cimento resinoso foto e quimicamente ativado que precisa de 40
segundos de fotopolimerizacdo para que ocorra polimerizagdo em 2 mm da extensdo do canal,
ocorrendo presa quimica no restante do material em 15-30 minutos (VERSIANI et al., 2006).

A atividade antimicrobiana tem um papel muito importante na eficicia de um
cimento endoddntico durante a obturacdo do canal, e por essa razdo muitos estudos tem sido
feitos com o objetivo de avaliar essa caracteristica em cimentos obturadores a disposicdo no
mercado.

Estudos enfocando a capacidade antimicrobiana dos cimentos endoddnticos ja
foram realizados, principalmente com cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol, hidréxido
de célcio e resina-epoxica (DISTEL et al., 2002; PIZZO et al., 2006). Embora o Epiphany®
seja um cimento resinoso que apresenta em seu contetido hidréxido de célcio, ndo se deve
fazer inducdes de sua atividade antimicrobiana a partir do estudo de outros cimentos a base de
hidroxido de célcio, pois apresenta dentre os seus constituintes moléculas de Bis-fendis que,
de acordo com MACDONNEL e RUSSEL (1999), apresentam amplo espectro de eficicia
frente a bactérias sendo também esporostético bacteriano.

Suas caracteristicas juntamente com as pontas obturadoras Resilon® em formar um
monobloco podem trazer vantagens no que diz respeito a um melhor selamento do canal.
Assim, a andlise da possivel atividade antimicrobiana do Epiphany® e o estudo da agdo de
seus componentes como os Bis-fendis e o hidréxido de célcio sdo de grande importancia no

campo endodontico.
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1.6.4-Hidroéxido de Calcio

O hidréxido de cdlcio (Ca(OH);) é o medicamento intracanal mais usado,
discutido, e estudado. Pesquisas tém tentado estabelecer um critério para seu uso, incluindo
limites e implicacdes. E uma substincia alcalina poderosa e tem sido recomendada para uso
intracanal por seus efeitos bioldgicos (EVANS et al., 2002; DISTEL, et al., 2002).

Apresenta uma pronunciada atividade antimicrobiana frente a algumas das
espécies bacterianas encontradas nas infec¢des endodonticas (BYSTRON et al.,1985a). No
entanto, ndo ¢é efetivo contra todas as bactérias encontradas na flora do canal radicular
(CHONG e PITT FORD, 1992). Essa informagdo é embasada em estudos que mostram a
ineficiéncia do Ca(OH), frente ao E. faecalis (STEVANS e GROSSMAN, 1983;
HAAPASALO e ORSTAVIK, 1987). Essa ineficiéncia ocorre especialmente quando o pH
alto ndo € mantido por um periodo suficiente de tempo (HAAPASALO et al., 1987; LIN et
al., 2003). As seguintes razdes t€m sido propostas para explicar tal resisténcia: 1) E. faecalis
mantém passivamente & homeostase de seu pH. Isso ocorre como resultado da penetracio de
ions na membrana, assim como pela capacidade de tamponamento citoplasmadtica; 2) E.
faecalis apresenta uma bomba de prétons que fornece meios adicionais de manter o pH
intracelular (McHUGH et al., 2004).

Duas importantes propriedades desta medicag¢do intracanal sdo: a inibi¢do de
enzimas bacterianas causando um efeito antimicrobiano e a ativacdo de enzimas teciduais, tal
como fosfatase alkalina, causando um efeito de mineralizacdo. Seu alto pH inibe a atividade
de enzimas essenciais de metabolismo, crescimento e divisdo celular. Alteracdes do pH levam
a danos na integridade da membrana citoplasmética através da ruptura de componentes
organicos (proteinas, fosfolipidios) afetando o transporte de nutrientes (ESTRELA et al,
1995).

Para ser efetivo frente a bactérias nos tibulos dentindrios, fons hidroxil devem
difundir-se na dentina e permanecer em niveis de pH suficientes para serem letais as bactérias.
A baixa solubilidade e difusibilidade do Ca(OH),, assim como a capacidade tampdo da
dentina, podem dificultar a obtencdo de um alto pH capaz de eliminar bactérias localizadas
nos tibulos dentindrios ou abrigadas nas variacdes anatdmicas do sistema de canais (LOPES e
SIQUEIRA JUNIOR, 1999).

De acordo com Haapasalo e colaboradores (2000), em experimentos in vitro, a
dentina apresentou a capacidade de abolir completamente a acdo do hidréxido de célcio frente
ao E. faecalis. Desta forma, sua a¢do como componente do cimento Epiphany® frente ao E.

faecalis pode ndo influenciar de forma pronunciada a ac¢do desse cimento endodontico.
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1.7-Uso de Substancias naturais com acio antimicrobiana em endodontia

O uso de plantas arométicas (inteiras ou suas partes como folhas, cascas, sementes
e seus produtos extrativos como as resinas), € tdo antigo quanto a histéria da humanidade,
sendo empregadas na medicina, na cosmética e em cerimOnias religiosas.

O Egito parece ser o berco da arte de obtencdo de Oleos essenciais através da
destilacdo, apesar de existirem poucas referéncias atuais sobre isto. Estes conhecimentos
espalharam-se para os antigos gregos e destes para 0s romanos, que eram G6timos perfumistas
(CARVALHO et al., 2003).

O uso de plantas e 6leos aromaticos na terapéutica pelos chineses € muito antigo,
ha relatos em obras de 2700 a.C. Mas foi somente durante os séculos XVI e XVII que os
6leos essenciais receberam suas primeiras aplicacdes e sua introdug¢dao no comércio. Os 6leos
essenciais também exercem uma funcgdo ecoldgica na espécie que o produz, especialmente
como inibidor de germina¢do de outras espécies vegetais que venham a competir pelo solo,
luz e 4dgua; na protecdo contra predadores, na protecdo contra a perda de dgua, entre outras
fun¢des (CARVALHO et al., 2003).

Os 6leos essenciais sdo produtos de extracdo de uma espécie vegetal e, portanto,
mais concentrados, apresentam toxicidade mais elevada que a da planta de origem. O uso
abusivo e sem orientacdo ndo é aconselhado. A toxicidade pode ser aguda ou cronica e ainda
pode existir também a interagdo medicamentosa entre os intimeros componentes do 6leo com

certos medicamentos utilizados pelo individuo (CRAVEIRO et al.,1974).

Lippia sidoides Cham. (familia das Verbenaceae), popularmente conhecida como
“Alecrim-pimenta”, € uma vegetacdo comumente encontrada no nordeste brasileiro. Essa espécie
produz um 6leo essencial rico em timol e carvacrol, que apresenta uma potente atividade
antimicrobiana frente a fungos e bactérias (LEMOS et al., 1990). E uma das substincias mais
usadas na medicina popular brasileira, especialmente por uma parcela pobre da populagdo no
nordeste para feridas de pele, dor de garganta e para prevencgdo de doengas bucais (LACOSTE et
al., 1996; BOTELHO et al., in press).

Estudos anteriores descreveram as propriedades larvicidas do 6leo essencial da
Lippia sidoides (OELS) (CARVALHO et al., 2003). Recentemente, propriedades citotoxicas
referentes as quinonas isoladas do OELS foram descritas (COSTA et al., 2001). No campo
odontoldgico, seu uso para higiene oral e prevengdo de desordens tais como cdrie e gengivite

tem sido estudado (MORAIS et al., 1996; FERNANDES FILHO E MORALIS, 1998).



31

1.8-Biofilmes: generalidades

Costerton e colaboradores (1999) definem biofilme como sendo uma comunidade
estruturada de células bacterianas embebidas em uma matriz polimérica e aderida a uma
superficie inerte ou viva. Elder e colaboradores (1996) descreveram biofilme em termos mais
cooperativos como um consércio funcional de microrganismos organizados em uma matriz
exopolissacaridica, enquanto Carpentier e Cerf (1993) simplificaram o conceito como sendo uma
comunidade de micrébios embebidos em uma matriz polimérica orginica, aderida a uma

superficie.

De uma forma geral, formagfo de biofilmes é uma estratégia importante usada por
um grande nimero de microrganismos em um ambiente natural (CALDWELL e LAWRENCE,
1986; COSTERTON et al., 1987). Em ess€ncia, representam uma existéncia interdependente em
comunidade; pode ser composto por uma populacdo que se desenvolveu a partir de uma Unica
espécie ou uma comunidade derivada de muiltiplas espécies microbianas (DAVEY e O’TOOLE,

2000).

Até recentemente, os conglomerados de bactérias denominados biofilmes eram
reconhecidos por sua capacidade de cobrir e “degradar” superficies. Mas muitas evidéncias
surgiram nesses udltimos anos que remetem a essas comunidades como causa de vdrias
patologias. Biofilmes podem colonizar implantes tais como vélvulas cardiacas, cateteres e
atacam tecidos corpéreos, como dentes e gengivas, pulmdes, ouvidos, e o trato urogenital
(STEWART e COSTERTON, 2001).

A primeira suspeita de que os biofilmes poderiam ser um problema de saide
apareceu na metade dos anos 60 quando os pesquisadores na drea odontoldgica Johannes Van
Houte e Ronald Gibbons do Forsyth Dental Center em Boston, Massachusetts, reconheceram
que bactérias que vivem na boca sintetizam adesinas e sdo capazes de aderir as gengivas,
dentes e lingua, o que pode resultar em placa dental, cdrie e doenga gengival (STEWART e
COSTERTON, 2001).

Evidéncias que suportam a idéia de que bactérias ligam-se a superficies no corpo
humano comegaram a aparecer cerca de uma década depois quando Thomas Marrie da
Universidade de Dalhousie em Halifax, Nova Escdcia, usando o entdo recentemente
desenvolvido Microscépio Eletronico de Varredura, detectou um biofilme cobrindo um
marcapasso cardiaco removido de um paciente (STEWART e COSTERTON, 2001).

Na metade dos anos 80, Joseph Lam da Universidade de Calgary em Alberta,
usando Microscépio Eletrdnico de Transmissdo, confirmou que biofilmes estio presentes nos

pulmdes de pacientes com fibrose cistica. Biofilmes de longa permanéncia, ndo detectaveis
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por métodos de cultura tradicionais, podem ainda causar algumas infec¢Oes recorrentes
(STEWART e COSTERTON, 2001).

Estudos indicam que esses filmes biolégicos sdo pontos estiveis em um ciclo de

vida que inclui iniciag¢@o, maturacdo, manutencdo e dissolucdo (ABDULAH et al., 2005).

As bactérias sdo submetidas a uma transi¢do de uma existéncia de vida livre a uma
existéncia dentro de uma comunidade na qual devem interagir com um grande nimero de
bactérias sejam estas da mesma espécie, no caso de biofilmes monomicrobianos, ou com uma
grande diversidade de espécies nos polimicrobianos. As mudancas funcionais acontecem na
fisiologia, superficie celular, resisténcia a insultos ambientais e outras propriedades das células
vivendo neste tipo de arranjo o que as diferenciam de células da mesma espécie vivendo

livremente, de forma planctonica (DAVEY e O’TOOLE, 2000).

1.8.1-Mecanismos de formacao dos biofilmes

A formacdo do biofilme pode ocorrer por meio de trés mecanismos (STOODLEY
et al., 2002) (figura 1). O primeiro € pela redistribuicdo de células fixas através da motilidade
de sua superficie. O segundo mecanismo ocorre por divisdo bindria das células fixas a
superficie. Apés a divisdo, células filhas se expandem externamente e para cima, se ligando a
superficie e formando aglomerados de células, de forma similar a formagdo de colonias em
placas de dgar (HEYDORN et al., 2000). O terceiro mecanismo de agregagdo ocorre pelo
recrutamento de células presentes no meio externo para o desenvolvimento do biofilme

(TOLKER-NIELSON et al., 2000).

, - Sinais de
Células " desligamento Biofilme maduro
planctdnicas
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-

FIGURA 1. Modelo de desenvolvimento do biofilme segundo Stoodley et al. (2002)
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A formag@o do biofilme tem inicio quando os microrganismos recebem estimulos

que podem causar a transicdo da vida livre (planctOnica) para uma vida aderida a uma

superficie (CARLSSON, 1997; PRATT e KOLTER, 1998; STOODLEY et al., 1999). Estes

sinais variam de acordo com cada microrganismo. Alguns microrganismos requerem

exigéncias nutricionais, tais como Escherichia coli K-12 que necessita de um meio com a
presenca de aminoacidos (PRATT e KOLTER, 1998).

O processo de formacao do biofilme di-se da seguinte forma:

Adesdo inicial: Sinais ambientais sdo necessdrios para que ocorra a incializagdo dos processos de
adesdo. Esse processo € ditado por um grande nimero de varidveis, incluido espécies
bacterianas, composicdo da superficie a qual a bactéria estd realizando a adesdo, fatores

ambientais e produtos génicos essenciais (O’TOOLE et al., 2000).

A adesdo bacteriana pode ser dividida em dois estigios: a fase primaria e a
secunddria. A adesdo primdria acontece nos momentos iniciais de interacdo entre o substrato e as
células de vida livre (planctdnicas). Este momento inicial de aderéncia do microrganismo a
superficies abidticas € geralmente mediado por intera¢des ndo especificas (forgcas hidrofébicas),
enquanto a adesdo a superficies vivas ou tecidos desvitalizados € realizada através de
mecanismos moleculares especificos (lectinas, adesinas) (CARPENTIER e CERF, 1993).
Primeiro o microrganismo aproxima-se da superficie, de forma aleatdria (por exemplo, através
da corrente sangiiinea que passe nas proximidades da superficie ou de forma direta via
quimiotaxia e motilidade). Uma vez que o microrganismo alcance uma proximidade critica
(geralmente < 1nm) o inicio da adesdo depende da geracdo de forgas atrativas ou repulsivas entre
as duas superficies, celular e do substrato de adesdo. Essas forcas incluem interagcdes
eletrostticas e hidrofébicas, forgas de Van Der Waals e forgas hidrodinamicas (CARPENTIER e
CERF, 1993; DUNNE JUNIOR, 2002). Interac¢des eletrostiticas tendem a favorecer a repulsio,
porque a maioria das bactérias e superficies apresentam cargas negativas; intera¢des hidrofébicas

provavelmente t€m uma maior influéncia na adesio primaria (CARPENTIER e CERF, 1993).

O segundo estdgio do processo de adesdo € a fase de ancoragem e emprega ligagcdes
mediadas por moléculas entre adesinas especificas e a superficie (DUNNE JUNIOR, 2002).
Neste momento microrganismos frouxamente aderidos consolidam o processo de adesdo
produzindo exopolissacarideo que complementa a a¢do de ligantes como fimbrias e pili. Na
conclusdo do segundo estdgio, a adesdo torna-se irreversivel na auséncia de intervengdes
quimicas e/ou fisicas, o organismo liga-se firmemente ao substrato. Durante esse estigio,
microrganismos planctonicos podem fixar-se uns aos outros ou a diferentes organismos,

formando agregados (DUNNE JUNIOR, 2002).
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Durante o periodo de desenvolvimento do biofilme ocorre um importante evento
fisiol6gico responsédvel pela adesdo dos colonizadores secunddrios a estrutura do biofilme,
que € o aumento da producdo de polissacarideo extracelular (PEC). Esta substancia envolve as
células no interior do biofilme, fortalece a adesdo entre as células, promove o suporte
estrutural do biofilme e pode agir como receptor para novas interagdes. O PEC € composto
principalmente de polissacarideos, proteinas e dcidos nucléicos (STOODLEY et al., 2002)

(figura 2).

Divisao celular Microcolonias

Ve
B e==

Substrato

FIGURA 2. Formacao do biofilme: crescimento celular, divisio e producao de

polissacarideo extracelular (PEC) (RICKARD et al., 2002).

Maturacdo do biofilme: Uma vez que a adesdo bacteriana seja irreversivel, o processo de
maturacdo do biofilme inicia-se. A densidade e complexidade do biofilme aumentam (figura 3)
a medida que os organismos aderidos iniciam sua replicacdo e os componentes extracelulares
gerados por esses organismos interagem com moléculas orginicas e inorginicas do ambiente

circunjascente criando o glicocdlix (DUNNE JUNIOR, 2002).
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FIGURA 3. Co-adesao de células individuais, co-agregadas e grupo de células
(RICKARD et al., 2002).

Outros fatores regulam a maturacdo dos biofilmes tais como pH, perfusdo de
oxigénio, fonte de carbono, e osmolaridade (CARPENTIER e CERF, 1993; O’'TOOLE e
KOLTER,1998) . Em certo momento, o biofilme alcanga uma massa critica e um equilibrio
dindmico é criado de forma que as camadas mais externas do biofilme comecam a gerar células
planctonicas, ou seja, inicia-se a liberacdo de células da estrutura formada e madura. Esses
microorganismos sdo agora livres para colonizar outras superficies. (LA TOURETT PROSSER

etal., 1987)

1.9-Por que as bactérias formam biofilmes?

De acordo com a teoria da evolugdo de Darwin, a unica forca verdadeira orientando o
curso de vida de qualquer organismo € a adaptacdo reprodutiva. Parece natural induzir-se que o
modo de crescimento em um biofilme pode fornecer vantagens adaptativas considerando-se que
os organismos comumente enfrentam condi¢des ambientais ndo muito favordveis para a sua
sobrevivéncia como deplecdo nutricional, diferentes graus de acesso ao oxigénio, fontes de

carbono, dentre outras condi¢des (JEFFERSON, 2004).

Adaptagdes genéticas podem originar-se a partir de mutagdes e recombinacdes
genéticas, aquisicdo de novo material génico, ou da expressdo regulada de material genético ja

existente na célula. Flexibilidade na expressdo génica bacteriana permite a sobrevivéncia em
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ambientes com rapidas mudancas nas condi¢des tornando as bactérias particularmente adaptaveis

a quase todos os ambiente do planeta (JEFFERSON, 2004).

A formacio de biofilmes pode se dar como um mecanismo de defesa dos organismos
a condicdes de estresse ambiental. Biofilmes sdo resistentes a forcas fisicas como as produzidas,
por exemplo, pela corrente sanguinea ou a acdo de lavagem que a saliva realiza sobre as
superficies na cavidade bucal. Organismos vivendo em comunidades podem também suportar
mudancgas de pH, a acdo de radicais de oxigénio, desinfetantes e antibidticos de uma forma mais
favordvel a vida do que as células vivendo de forma planctdnica. Biofilmes sdo resistentes a
fagocitose, e as células de defesa que tentam fagocitar os microrganismos em biofilme podem
causar mais danos aos tecidos circunvizinhos que ao biofilme propriamente dito (JEFFERSON,

2004).

A vulnerabilidade dessas comunidades microbianas ndo é completamente entendida,
mas provavelmente depende de caracteristicas especificas de cada tipo de biofilme. Independente
de seus mecanismos para “‘escapar’ da morte, esses arranjos bacterianos favorecem sua
sobrevida; podendo permanecer em locais onde o aporte nutritivo favorece seu crescimento ou
mesmo em ambientes onde células de defesa ndo tém um acesso facilitado (MUNDY et al.,

2000).

1.10-Resisténcia dos biofilmes a agentes antimicrobianos

Quando se lida com doengas infecciosas que sabidamente s@o causadas por biofilmes,
devemos entender a terapéutica desta patologia de uma forma diferenciada. Particularmente,
essas estruturas sdo de longe mais resistentes aos agentes antimicrobianos do que microrganismo
em suspensdo (em vida livre). Em alguns casos extremos, a concentragdo de antimicrobiano
necessdria para exercer atividade bactericida frente a filmes biol6gicos pode ser maior de trés ou
quatro ordens de magnitude comparado a quantidade necessdria para ter agdo sobre organismos
planctonicos, dependendo da combinagdo espécie-droga (CERI et al., 1999; SCHIERHOLZ et
al., 1999)

Resisténcia € a habilidade que um microrganismo apresenta de crescer na presenga de
um nivel elevado de antimicrobiano. Resumidamente, uma cepa para qual a concentracio
inibitéria minima (CIM) é aumentada € considerada uma cepa resistente. Por esse critério,
células que compdem um biofilme ndo necessariamente demonstram maior resisténcia. Com
algumas excecdes, células agrupadas em comunidades ndo crescem melhor do que células

planctdnicas na presenca de uma grande variedade de antimicrobianos. Isso se torna evidente
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avaliando-se dados de susceptibilidade de biofilmes na literatura. Dessa forma, a resisténcia
relatada em estudos anteriores descreve um aumento na resisténcia dessas células agrupadas de

serem totalmente eliminadas (LEWIS, 2000).

De acordo com Lewis (2001), Trés fatores podem ser considerados para explicar a
resisténcia dos biofilmes a morte por antimicrobianos: a penetragdo restrita da droga no interior
das comunidades microbianas, a caracteristica de crescimento lento apresentada por algumas

células presentes no biofilme e ainda a expressdo de alguns genes biofilme-especificos.

Biofilmes estio embebidos em uma matriz polimérica composta por proteinas,
carboidratos e DNA (CARNIOL E GILMORE, 2004) que pode restringir a penetracio de
substéancias e ligar-se a antimicrobianos. Isso poderd fornecer resisténcia efetiva as células em
comunidades frente a grandes moléculas como as do sistema complemento e proteinas
antimicrobianas. A barreira de difusdo € provavelmente efetiva também frente a pequenos
peptideos antimicrobianos. A carga negativa do PEC também apresenta importante funcdo na
protecio do biofilme frente a moléculas positivamente carregadas dos aminoglicosidios,
restringindo sua penetracdo através de ligacdes com as moléculas da matriz (LEWIS, 2001). A
difusdo retardada de um antimicrobiano na matriz polimérica ird diminuir a sua concentragio
adentrando a estrutura do biofilme, auxiliando na ac@o de enzimas tais como B-lactamase. Esse
sinergismo entre difusdo retardada e degradacdo fornece uma resisténcia efetiva a biofilmes de
Pseudomonas aeruginosa que tém a capacidade de expressar a enzima [B-lactamase.

(GIWEREMAN et al., 1991).

A matriz do biofilme € tipicamente composta de polissacarideos que podem conter
um ou mais acidos anidnicos uronicos; é densamente concentrada ao redor das micro-coldnias
que a produz e menos densa nos espagos intercoloniais, que se apresentam mal-definidos, com
distribuicdo dispersa. Nestes espacos, existe um sistema circulatério formado por canais que
permitem escoamento e rapido equilibrio i6nico e molecular dentro da massa fluida. Através
desses canais de 4gua, que funcionam como um sistema circulatdrio primitivo, acontecem

trocas metabdlicas importantes dentro da massa do biofilme (COSTERTON et al., 2003).

Quando ¢ considerada a acdo dos antimicrobianos sobre 0s microrganismos em geral
se observa que virtualmente todos s@o mais efetivos em matar células em crescimento. Alguns
como, por exemplo, as penicilinas s6 exercem sua funcéo sobre células em crescimento. Outros
agentes mais modernos tais como cefalosporinas, aminoglicosidios e fluoroquinilonas podem
matar células que ndo estdo em fase de crescimento, mas sdo evidentemente mais efetivos frente

a células durante essa fase do seu ciclo de vida (JEFFERSON, 2004).
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O crescimento lento indubitavelmente contribui para que os filmes bioldgicos
resistam a morte por antimicrobianos e pode ser apontado como principal fator para uma possivel

resisténcia de células planctonicas a morte (ADAMS e MELED, 1999).

Uma pequena populacio de células em uma comunidade microbiana pode apresentar-
se quiescente ou em estado de dorméncia, dessa forma encontra-se em uma fase metabdlica que
ndo favorece a acdo da maioria dos antimicrobianos. Por essa razdo, ndo sdo atingidas nas

terapias medicamentosas corriqueiramente utilizadas (ANWAR et al.,1992)

Um outro fator a concorrer para a sobrevida dos organismos em comunidade € a
possibilidade de expressio génica diferente de algumas células presentes nos biofilmes
conferindo-lhes vantagens metabdlicas, adaptativas e de defesa, em seu microambiente de
desenvolvimento. Um exemplo dessa caracteristica € quando em filmes polimicrobianos
encontra-se uma espécie bacteriana com bagagem genética para expressar -lactamase e outras
espécies que ndo podem produzir tal substancia vém a se beneficiar quando submetidas a terapia

medicamentosa com B-lactamicos (COSTERTON et al., 2003).

Os membros de biofilmes, sejam estes polimicrobianos ou de espécie tunica, t€m
diferentes necessidades e realizam diferentes funcdes metabdlicas fazendo do comensalismo um
fendmeno comum nessas comunidades (JEFFERSON, 2004). Essa heterogeneidade traz consigo
uma outra conseqiiéncia: a “divisao de trabalho”. De acordo com Jefferson (2004), essa divisdo
das atividades metabdlicas dentro da comunidade microbiana é coordenadamente regulada
através de “comunicacdo intercelular” ou sinais auto-indutivos. Sinais auto-indutivos sdo
pequenas moléculas, geralmente lactonas em bactérias Gram-negativas e peptideos nas Gram-
positivas, que sdo constitutivamente liberadas pelas bactérias e que, quando presentes em uma
concentragdo critica irdo induzir a expressdo de alguns genes. Esses sinais sdo frequentemente

referidos como sinais “quorum-sensing”.

Nesse processo, bactérias monitoram a presenca de outras bactérias ao seu redor
produzindo e respondendo a sinais através da sintese de moléculas auto-indutoras. A resposta a
essas moléculas através da expressdo de genes fornece meios as bactérias para executar um
comportamento particular quando vivendo em comunidade, comportamento este que ndo &

desenvolvido por microrganismo de vida livre (TAGA e BASSLER, 2003).

A maioria dos comportamentos controlados através de sinais “‘quorum-sensimg” é
realizada apenas quando um grupo de bactérias os executa em sincronia; eles incluem
bioluminescéncia, secrecdo de fatores de viruléncia, processo de formacdo de biofilme,

esporulagdo, conjugacio e producgdo de pigmento (TAGA e BASSLER, 2003).
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Outro conceito importante no que se refere a capacidade dos biofilmes de
sobreviverem € a presenca de células persistentes na massa microbiana que sdo geralmente
preservadas pela presenca de um antibidtico que inibe seu crescimento. Paradoxalmente o
antibidtico auxilia que estas células sejam preservadas. Células com caracteristicas de
persisténcia também sdo encontradas vivendo de forma planctonica, mas é possivel que

biofilmes produzam mais persistentes que a populacio de células de vida livre (LEWIS, 2001).

Um ponto de grande relevincia em relagdo a susceptibilidade de células persistentes a
antimicrobianos € a capacidade que o sistema imunoldgico apresenta de contribuir para debelar
infec¢bes recorrentes. Dessa forma, células persistentes tornam-se um problema de maior
dificuldade de resolucdo quando o sistema imunolégico ndo estd exercendo adequadamente suas
funcdes. Um exemplo é a meningite causada por Streprococcuss pneumoniae que causa
meningites recalcitrantes devido a inacessibilidade do fluido cérebro-espinhal aos componentes
do sistema imunoldgico. E ainda que células do sistema imunoldgico tenham acesso ao local
onde o biofilme encontra-se, a presenca de polissacarideo extracelular protege fisicamente suas

células dos componentes do sistema imune (LEWIS, 2001).

Se a concentragdo do antimicrobiano cai temporariamente ou se OS sintomas
desaparecem devido a erradicagdo das células planctdnicas e a terapia é descontinuada, as células
persistentes irdo refazer a estrutura do biofilme que comecard a liberar novas células de vida
livre. Essa dindmica explica a natureza recalcitrante das infec¢des causadas por biofilmes e a

necessidade de uma terapia antimicrobiana prolongada (LEWIS, 2001).

1.11-E. faecalis e sua capacidade de formar biofilmes

Costerton e colaboradores (1999) relataram que biofilmes crescem, desenvolvem-
se preferencialmente em superficies inertes ou em tecido necrético, tais como os restos de
tecido que podem permanecer em irregularidades anatdmicas presentes no sistema de canais
radiculares (canais laterais, tibulos dentindrios e espacos entre a parede do canal e o material
obturador). Desta forma, mesmo que se realize um bom preparo quimico-mecinico com
solugdes irrigantes potencialmente eficazes microrganismos podem permanecer no canal
radicular em uma arquitetura e funcdes bastante peculiares que o fazem mais resistentes a
medidas de limpeza na tentativa de sanificar totalmente o ambiente.

Um estudo realizado por Abdullah e colaboradores em 2005 mostrou a potencial
diferen¢a na suscetibilidade a solugdes irrigantes de uso comum na clinica endoddntica entre
dois diferentes fendtipos de E. faecalis. Os autores concluiram baseado no modelo que utiliza

apenas uma espécie para formacao de biofilme, que a efetividade antimicrobiana dos agentes
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testados foi dependente do fenétipo bacteriano (microrganismos crescido em biofilme ou de
forma planctdnica), agente antimicrobiano e tempo de contato com o agente. O hipoclorito de
s6dio a 3% matou 100% dos microrganismos crescidos de forma planctdonica quando houve
uma exposi¢do de 1 minuto. Um tempo de 2 minutos foi necessario para matar 100% das
células bacterianas quando estas foram crescidas em biofilme. As diferencas observadas na
suscetibilidade entre biofilme e suspensdo planctdnica de E. faecalis a clorexidina e iodo
povidine estavam em concordincia com a hipétese de que bactérias arranjadas em biofilmes
sdo mais dificeis de eliminar.

Assim como grande parte dos microrganismos causadores de patologias
infecciosas nos seres humanos o E. faecalis, bacteria envolvida na patologia endoddntica
persistente tem capacidade de expressar-se em arranjos bacterianos aderidos a superficie
dentérias embebidos em uma matriz exopolissacaridica. Sua capacidade de resistir a tentativa
de remové-lo do sistema de canais radiculares pode estar ligada a sua resisténcia intrinseca a
um grande nimero de antimicrobianos, sejam estes de uso sist€mico ou local, assim como a
sua capacidade de formar biofilme. Uma vez incluso nessa estrutura estes microrganismos,
através de uma série de mecanismos terdo a habilidade de resistir € permanecer no canal
levando a falha do tratamento endodéntico (ABDULAH et al., 2005).

O especialista ou mesmo o clinico ao se deparar com casos de dificil tratamento e
falha devem estar cientes da possibilidade da presenca de microrganismos estruturados em
comunidades para adotar as medidas corretas objetivando debelar a infecc@o e obter sucesso

na terapia.

E. faecalis é um importante patdgeno em muitas infec¢des, entretanto pouco se sabe
sobre o mecanismo de formacdo de seu biofilme e dos mecanismos de viruléncia utilizados por
esta espécie, apesar de que alguns supostos fatores de viruléncia ja foram descritos. Paralelo as
proteinas de superficie e aos polissacarideos que estdo relacionados com sua viruléncia, a
habilidade de E. faecalis de sobreviver no interior de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e
macréfagos tem sido examinada. Substincia de Agrega¢do (SA) tem sido indicada como
responsdvel pela internalizacdo do E. faecalis para o interior dos PMN, aumentando assim sua
resisténcia a morte por enzimas digestivas presentes em lisossomos destas células (O "TOOLE et

al., 2000; DISTEL et al., 2002; BALDASSARRI et al., 2004).

Tanto a proteina de superficie enterocécica (esp), quanto as suas adesinas de
superficie estdo relacionadas com a agregacdo desses microrganismos, e tais fenétipos sdo
expressos principalmente em cepas com grande capacidade de formar biofilme (O "TOOLE et al.,

2000).
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1.12-Métodos ““in vitro” para estudar biofilmes bacterianos e desafios

antimicrobianos

Para avaliar a acdo antimicrobiana de substincias utilizadas na clinica
odontolédgica alguns pode-se utilizar a técnica de contaminagdo de tibulos dentindrios. Esta
técnica apresenta a vantagem de estar mais proxima da realidade in vivo onde
microorganismos estdo alojados nos tibulos dentindrios muito provavelmente estruturados em
biofilmes. Apesar de segmentos de dentina ou dentes extraidos impregnados com bactérias
fornecerem uma boa simulagdo do cendrio clinico, varidveis tais como morfologia do canal
radicular; propriedades da dentina (conteddo organico e de coldgeno da dentina, grau de
calcificacdo e densidade e contetido dos tdbulos dentindrios); quantidade do indculo
bacteriano; grau de invasdo bacteriana aos tibulos dentinarios; e quantidade dos agentes
usados € dificil de padronizar (ABDULLAH et al., 2005).

Experimentos de susceptibilidade antimicrobiana de biofilmes bacterianos tém
sido realizados através da técnica de manipulagdo de comunidades microbianas estruturadas
sobre membrana de nitrocelulose (SPRATT et al., 2001; ABDULLAH et al., 2005).

Quando da utilizacdo desse modelo, a estrutura pode ser removida intacta de seu
meio de crescimento e ser submetida a diferentes tipos de desafios antimicrobianos. Spratt et
al. (2001) padronizaram a manipulacio de biofilmes utilizando como substrato de
crescimento membranas de nitrocelulose com 0,22 um de porosidade e 13 mm de didmetro,
onde um indculo de 50 pl ajustado em turbidez a 7 da escala MacFarland € semeado sobre a
membrana e esta é incubada em condi¢des atmosféricas e de temperatura especificas para

cada microorganismo por um periodo de tempo de 48 horas.

Esta técnica pode ser empregada para varios microrganismos ajustando-se o inoculo,
condi¢des de crescimento e tempo de incubagdo, assim como para testar vdrias substincias. No
caso da endodontia, este métodod tem sido utilizado para testar solu¢cdes quimicas auxiliares do
preparo quimico-mecanico do sistema de canais radiculares (SPRATT et al.,2001; ABDULAH
et al., 2005).

1.13-Métodos de visualizacao de biofilmes microbianos

1.13.1-Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)
A utilizacdo desta técnica permite examinar estruturas celulares como: morfologia,
disposi¢do e ultraestruturas. Com o uso de alguns corantes, a estrutura da substincia

polimérica extracelular pode ser determinada. Por exemplo, com o vermelho ruténio pode-se
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observar os polissacarideos, enquanto que o anticorpo "goldlabelled" identifica estruturas

celulares especificas (NYVAD e FEJERSKOV, 1997; WIMPENNY et al., 2000).

1.13.2-Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A MEV vem sendo utilizada no estudo da localizacdo de microrganismos no
sistema de canais radiculares, na superficie externa do dpice radicular e regido periapical
(SEN et al., 1999; GUTIERREZ et al., 1999). E um importante instrumento para o estudo
diagnéstico de patologias periapicais, permitindo avaliar a topografia e o limite das
obturagdes endodonticas (FERLLINI FILHO, 1999; ROSA NETO, 1997). Através do MEV ¢é
possivel obter informagdes da estrutura da superficie do biofilme, como células e suas
disposicdes. A presenca de PEC podera ser observada como uma fina camada. Caso o MEV
seja equipado com acessdrios de baixo vacuo o espécime a ser analisado pode ser observado
sem nenhum tratamento adicional (WIMPENNY et al., 2000).

A principal desvantagem do uso do MEV de alto vicuo para observacdo de
biofilmes microbianos é a necessidade de realizagdo de preparagdo da amostra através de
carbonizacdo e metalizacdo. Tal preparacdo pode vir a descaracterizar a estrutura e arquitetura

das comunidades microbianas.

1.13.3-CLSM (Confocal Laser Scanning Microscope)

A aplicag¢do do microscépio confocal a pesquisa com biofilmes alterou a percepcao
da estrutura e funcio dessas comunidades microbianas (LAWRENCE et al., 1991). Antes do
advento do CLSM o microscopio eletrdonico era o método de escolha para realizar estudos de
alta resolucdo com biofilmes. A principal vantagem do confocal sobre a microscopia
eletrdnica € a possibilidade da visualizagdo da estrutura do biofilme em amostras
completamente hidratadas, o que revela a arquitetura tridimensional desses agregados
microbianos (DE BEER et al., 1994; COSTERTON, et al., 1995; DE BEER e STOODLEY,
1995). O CLSM emite feixes de luz que se difundem através do biofilme, detectando sua
estrutura formando uma imagem em duas dimensdes. A geometria do sistema pode ser
alterada de modo que o plano focal possa ter diferentes profundidades no espécime, até o mais
profundo que a luz difusora possa penetrar. Utilizando técnicas de processamento de imagens,
as imagens em duas dimensdes podem ser sobrepostas e fotos em trés dimensdes podem ser
produzidas do espécime analisado. Marcadores fluorescentes, como a resazurina podem ser
adicionados para deteccdo e identificagdo de microrganismos, assim como podem ser usados
para determinar aspectos bioquimicos, fisico-quimicos do meio ao seu redor e diferenciar

microrganismos Gram-positivos dos Gram-negativos (WIMPENNY et al., 2000).
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1.13.4-Microscopia de Forca Atomica (MFA)

Na dltima década, houve grande progresso na utilizagdo do MFA para visualizar a
estrutura e propriedades fisicas das superficies microbianas, indicando que esse instrumento vem
se estabelecendo no estudo microbiolégico (DUFRENE, 2002; DUFRENE, 2003). Existem duas
vantagens em utilizar o MFA em microbiologia: a habilidade de gerar imagens tridimensionais
de superficies celulares hidratadas com resolu¢do nanométrica e a possibilidade de mensurar
localmente interacdes biomoleculares através de forca espectroscopica. As imagens no MFA sdo
formadas através do registro das mudancas de for¢a & medida que a amostra é varrida nas

direcdes x e y (DUFRENE, 2004).

A amostra ¢ montada em um scanner piezoelétrico, que assegura a leitura com alta
resolucdo. A for¢a é monitorada através de uma sonda presa a um cantilever. A maioria dos
instrumentos utilizados hoje usa um método 6ptico para mensurar a deflexdo do cantilever com
alta resolucdo. Um feixe de raio laser € focado na extremidade livre do cantilever e a posicao do

feixe refletido € detectada por um fotodiodo (DUFRENE, 2003).

Mais recentemente, MFA foi utilizada por pesquisadores para visualizar a arquitetura
de superficie de células, incluindo bactérias (CAMESANO et al., 2000; CHADA et al., 2003),
leveduras, esporos fingicos (AHIMOU et al., 2003), e virus (MALKIN et al., 2003). Biofilmes
também tém sido visualizados, fornecendo dados complementares aqueles obtidos com técnicas

convencionais de microscopia (KOLARI ez al., 2002).

Devido a possibilidade de trabalhar em meio aquoso, tem se levantado a possibilidade
de utilizar MFA para observar os processos dindmicos envolvidos no metabolismo dos biofilmes

em tempo real (DUFRENE, 2004).
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2-Objetivos
2.1-Objetivo Geral
e Investigar a atividade antimicrobiana de substancias utilizadas no tatamento

endoddntico e do dleo esséncial de L. sidoides a 0.5% frente a biofilmes de E. faecalis

manipulados a partir de uma cepa de origem clinica e uma de colecdo de cultura (ATCC).

2.2-Objetivos Especificos

e Avaliar a prevaléncia de E. faecalis em pacientes com infec¢des endoddnticas
cronicas recidivantes e determinar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos

e  Manipular e analisar cronologicamente biofilmes de E. faecalis

e Determinar atividade antimicrobiana dos cimentos endodénticos Endofill® e
Epiphany®, hipoclorito de s6dio a 2.5% e 6leo essencial de L. sidoides a 0.5% frente a
biofilmes de uma cepa clinica e uma ATCC de E. faecalis

e Comparar a susceptibilidade da cepa de origem clinica e ATCC frente aos

desafios antimicrobianos testados
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3-Materiais e métodos

3.1-Local e periodo de desenvolvimento da pesquisa

A parte experimental do trabalho foi realizada no Laboratério de Anaerdbios do
Setor de Microbiologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal
do Ceard-UFC, e Laboratério de Mecanica Atdomica (LMA-UFC). Os procedimentos de coleta
foram realizados na Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia da Universidade de Fortaleza
-UNIFOR, no periodo de fevereiro a agosto de 2005. Foi realizado estdgio no Laboratério de
Endodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP-UNICAMP) para aprendizado de

técnica de manipulacdo de biofilmes bacterianos em junho de 2005.

3.2-Selecao de pacientes
3.2.1-Populacao

Procedimentos clinicos e coleta de material foram realizados em 37 (trinta e sete)
elementos dentais de 37 (trinta e sete) pacientes triados a partir do banco de dados da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Fortaleza - UNIFOR. Para selecio dos pacientes foram
levados em consideracdo os seguintes critérios de inclusdo: normosist€micos, com idade entre 18
e 65 anos, com perfil de necessidade de retratamento endoddntico de qualquer elemento dental,
estando esse ou ndo associado a lesdo periapical radiograficamente evidente; pacientes que nio
tivessem sido submetidos a terapia antimicrobiana em um periodo de trés meses antes da coleta,
que estivessem devidamente cadastrados no projeto e que tivessem concordado e assinado o

termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO I).

Os pacientes que foram selecionados através de seu perfil, mas que durante a
anamnese foi detectada a presenca de doencas sist€micas ou congénitas ou faziam uso cronico de
medicamentos foram excluidos do estudo. Foram também excluidos da pesquisa aqueles
pacientes nos quais a realizacdo da completa desobturacio do conduto radicular foi

impossibilitada e os que se recusaram a assinar o termo de consentimento informado.

3.2.2-Entrada do voluntario no estudo

-Anamnese: Os pacientes que se enquadraram nos critérios citados anteriormente
foram submetidos ao preenchimento de ficha de anamnese (ANEXO II) onde foram obtidas

informagdes concernentes ao seu estado geral de saide atual e pregresso.
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-Termo de consentimento livre e esclarecido: todos os pacientes selecionados
foram esclarecidos quanto a pesquisa e assinaram termo de consentimento livre e esclarecido

(ANEXO I). Os voluntérios receberam tratamento para todas as suas necessidades odontoldgicas.

-Exame dentario: Foi realizado acurado exame dentario com preenchimento de ficha
clinica odontolégica (ANEXO III), observando-se aspectos de toda a cavidade bucal e do
elemento dental do qual se realizou a coleta de material clinico, considerando-se sua histéria
atual e pregressa de patologia endoddntica. Apés realizacdo da coleta, foi dada continuidade ao

retratamento endodontico em cada um dos pacientes.

-Comité de ética em pesquisa: A presente pesquisa obteve aprovagao no COETICA

-Comité de Etica em Pesquisa (UNIFOR), registro 06-019 (ANEXO IV).

3.3-Coleta do espécime clinico
3.3.1-Examinador

Os procedimentos clinicos e coleta de material foram realizados pelo mesmo

operador de forma a evitar qualquer tipo de variagdo que pudesse vir a afetar os resultados finais.

3.3.2-Coleta do material

A coleta do material foi realizada de acordo com a técnica preconizada por LOPES e
SIQUEIRA JUNIOR (1999), com algumas modificagdes no que diz respeito a anti-sepsia do
lengol de borracha e parte externa da coroa dental, que no presente trabalho foi realizada com

solucdo de clorexidina a 2% ao invés de alcool a 70%, como na metodologia original.

Inicialmente procedeu-se a remog¢@o de restauragdes, coroas ou outros artificios
protéticos, pinos intracanal, nicleos metdlicos fundidos e tecido cariado, se existentes. Em
seguida realizou-se o isolamento absoluto, desinfec¢cdo do lengol de borracha e superficie externa
da coroa dental com solucdo de clorexidina a 2%. A remo¢do do material obturador foi
executada com brocas Gattes-Gliden (Dentsply) em ordem crescente de numeragédo (2, 3, 4 e 5)
de acordo com o diametro do canal. Nao foi utilizado nenhum tipo de solvente. Irrigagdo com
soro fisioldgico (Brasmédica) foi realizada para remocdo de restos de material obturador e foi
preenchido com soro o conduto do qual foi feita coleta. No caso de dentes multiradiculares,
coletou-se material do conduto de maior diametro e cuja remoc¢do do material obturador tivesse
sido realizada em toda sua extensdo. Para captar os microrganismos em suspensio no soro, foram

utilizados cones de papel absorvente (Tanari) introduzidos no canal e transferidos para tubos tipo
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“eppendorf” contendo 2 ml de BHI (Brain Heart Infusion-Difco) para transporte. Foi utilizada a

quantidade de cones de papel necessdria para secar completamente o canal.

3.4-Identificacao bacteriana
3.4.1.Processamento das amostras

Os procedimentos foram realizados de acordo com técnica preconizada por Koneman
e colaboradores (2001). Os tubos tipo “eppendorf” contendo material clinico foram levados ao
laboratério em um prazo de 4 a 8 horas apds a coleta. Apds incubagéo por 24-48 horas em estufa
a 35°C em aerobiose, foi realizada bacterioscopia do meio de cultura liquido inoculado com os

cones.

Em seguida, a amostra foi semeada em BHI dgar (Difco) contendo 5% de sangue
desfibrinado de carneiro (BHIA+S) e dgar CLED (Difco) e as placas incubadas por 24-48h a
35°C em atmosfera convencional. Apds este periodo foi realizada bacterioscopia e caracterizagao
morfolégica das colonias. As que apresentaram caracteristicas morfotintoriais sugestivas de

enterococos foram identificadas através de provas bioquimicas.

3.4.2-Provas bioquimicas

Foram realizadas para identificag@o das cepas ao nivel de género e espécie E. faecalis
as seguintes provas bioquimicas: catalase, crescimento em caldo hipercloretado, hidrélise da
esculina, producdo de gis, producio de pigmento, fermentacio dos agucares arabinose, sorbitol e
manitol, hidrélise da arginina e tolerancia ao Telurito (FACKLAM e COLLINS, 1989;
MURRAY, 2003, p.98). A descricdo das provas bioquimicas encontra-se no ANEXO VI.

3.5-Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Para todas as cepas de faecalis isoladas foi realizado teste de sensibilidade a
antimicrobianos (TSA) através da técnica de difusdo do disco no dgar (NCCLS, 2004). Os
antimicrobianos utilizados foram: Penicilina G, Linezolida, Vancomicina, Cloranfenicol,
Eritromicina, Tetraciclina, Rifampicina, Imipenem, Ciprofloxacina, Teicoplanina,
Nitrofurantoina, Quinupristim-dalfopristim (Discos CECON). Foi realizado ainda teste para
verificacdo da producdo de p-lactamase (PROBAC) (NCCLS, 2004).

Apbs a realizacdo dos procedimentos de coleta, identificacio e teste de
sensibilidade, as cepas isoladas foram estocadas em freezer a uma temperatura em torno de

-80°C.
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3.6-Experimento de difusao em agar dos cimentos endodonticos e solucées de 6leo

essencial de Lippia sidoides a 1% e 10% para a cepa ATCC e Isolado 12

Foram perfurados orificios de 5 mm de didmetro e 4 mm de altura em Miieller-
Hinton 4gar em placas de 80 mm. Realizou-se ajuste do inoculo bacteriano para a escala 0.5
MacFarland, e, em seguida com um swab semeou-se a suspensdo sobre o meio de cultura. Os
dois cimentos endodonticos recém manipulados (Endofill® e Epiphany®) foram testados e
especificamente para o Epiphany®, testou-se em separado as duas pastas componentes. Duas
cepas foram utilizadas para os testes de difusdo: uma padrdo (Americam Type Culture
Collection-ATCC) e outra cepa de origem clinica selecionada a partir das amostras coletadas
de canais radiculares (Isolado 12) (GOMES, et al., 2004).

Solugdes de L. sidoides nas concentracdoes de 10% e 1% foram testadas. A
preparagdo do inoculo seguiu a mesma seqiiéncia utilizada para os cimentos; discos de papel
absorvente de 5 mm de didmetro foram embebidos em 5 ul de cada solucdo testada e
dispostos sobre o meio de cultura sélido semeado. Como controle positivo utilizou-se discos
de vancomicina para antibiograma. Discos de papel absorvente com 5 mm de didmetro foram
embebidos em DMSO (Dimetil sulf6xido) e usados como controle negativo (NCCLS, 2004).

Realizou-se a mensuracdo dos halos de inibicdo formados apds 24 horas de

incubacdo das placas em atmosfera convencional a 35°C.

3.7-Estudo cronolégico do desenvolvimento de biofilmes monomicrobianos de
Enterococcus faecalis
3.7.1-Preparacao de biofilmes monomicrobianos de Enterococcus faecalis
A metodologia empregada para manipulagdo dos biofilmes foi baseada na técnica
preconizada por SPRATT er al, 2001 e ABDULAH et al., 2005. Todas as etapas de
manipulac¢do dos biofilmes desde a preparacdo do inoculo até a inoculacdo da membrana de

nitrocelulose foram realizadas em capela de fluxo laminar.

3.7.2-Preparo do indéculo

Culturas puras de E. faecalis (ATCC 29212 / Culti-loops-OXOID) em BHI foram
subcultivadas em placas de BHIA+S e incubadas por 24 horas a 35°C em aerobiose.

Ap6s crescimento em meio sélido, coldnias isoladas foram suspensas em tubos
contendo 5 mL de BHI. Apds agitagdo mecénica em vortex, a suspensdo foi ajustada até

atingir a concentragdo equivalente a 7.0 da escala McFarland.
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3.7.3-Formacao do biofilme
Biofilmes de espécie unica foram formados sobre filtros de membranas de
nitrocelulose (Membrana Millipore GV-Durapore-em PVDF, hidrofilica, 0,22 pm de
porosidade, 13 mm de didmetro). As membranas foram posicionadas sobre placas de BHIA +
S (figura 4a). Em seguida, 50 ul da suspensdo bacteriana foram inoculados sobre cada
membrana (figura 4b) de forma a cobrir toda a sua superficie (figura 4c). Para a realizacdo do
estudo cronoldgico as placas foram incubadas durante os seguintes intervalos de tempo: 24,
36, 72, 192 (8 dias) e 360 (15 dias) horas em aerobiose a 35°C (figura 4d). Os biofilmes que
foram incubados por 8 (figura 4e) e 15 dias foram transferidos a cada 3 dias para placas

contendo novo BHIA + S.

3.7.4-Processamento de imagens no microscopio de forca atomica

Para realizar imagens no microscopio de for¢a atdmica, amostras de membrana de
nitrocelulose (MNC), membrana de nitocelulose em contato com BHIA + S (MNC-BHIA+S)
e membranas de nitrocelulose inoculadas e incubadas por 24, 36, 72, 192 (8 dias) e 360 (15
dias) horas foram deixadas no ambiente por 5 minutos para secagem, cortadas aleatoriamente
cuidadosamente para evitar destruicdo do biofilme e colocadas em discos de aco cobertos com
fita adesiva dupla face. A superficie das amostras foi varrida com um Microscdpio de Forca
atdmica (MFA) Nanoscope Illa Multimode (Digital Instruments, Santa Barbara, CA, U.S.A.)
em modo tapping com um scan de 0.400 Hz, freqiiéncia de ressonancia de ca. 200 to 380 kHz,
com cantilevers de silicone cristalino (Digital Instruments) com uma constante de spring de
aproximadamente 40 N/m, e ponta radius de 15 nm.

Foram realizadas varreduras de 30 x 30 pm e 10 x 10 pm. Os controles de
varredura foram apropriadamente ajustados (forca de contato adequada e elevados ganhos)
para evitar artefatos provocados pela sonda durante a varredura. Para as visualizacdes em
duas e trés dimensdes dos dados de altura (imagem), foi utilizado o software Nanoscope

versao 5.12 r3 da Digital Instruments.

3.7.5-Gr4ificos de seccao

Foi utilizado o software Nanoscope para construir graficos de se¢do das imagens
de altura bidimensionais. No gréfico de secdo, um “corte” por meio de uma linha reta pode ser
realizado sobre qualquer parte da imagem e o perfil de altura ao longo deste “corte” pode ser
visualizado (Digital Instruments, 2001). O limite de altura da imagem foi ajustado para 550

nm e as se¢des foram feitas na regido central da imagem, paralelo ao eixo horizontal (eixo x).
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3.7.6-Analise da rugosidade
Foi utilizado o software Nanoscope para calcular a rugosidade da superficie para
as imagens de altura na varreduras de 30 x 30 pm e 10 x 10 pm. As imagens foram suavizadas
para a andlise. Trinta regides por amostra foram aleatoriamente escolhidas para a
determinagdo do valor médio da rugosidade média quadratica (RMS). RMS € o desvio padrao
dos valores de altura (Z), em relacdo ao plano central de referéncia, em uma dada regido,

conforme a seguinte relagdo.

RMS =

onde Z,,. € o valor médio de Z dentro de uma dada érea, Z; € o valor pontual de Z e N € o

numero de pontos dentro de uma dada érea.

3.8-Avaliacao da inibicao de biofilmes monomicrobianos de Enterococcus faecalis

frente a desafios antimicrobianos
3.8.1-Cepas bacterianas

Foram utilizadas para a formacdo de biofilmes monomicrobianos duas cepas de
Enterococcus faecalis, uma padrio (ATCC 29212) e outra obtida de espécime clinico,
selecionada através do perfil de sensibilidade a antimicrobianos tracado para 37 cepas isoladas
de pacientes com necessidade de retratamento endoddntico. O isolado 12 (de origem clinica) foi
selecionado por apresentar perfil de multiresisténcia (PAUL et al., 1997) (Penicilina, Linezolida,

Eritromicina, Rifampicina, Tetraciclina e Quinupristin-dalfopristin).

3.8.2-Substancias testadas

-Cimento endodontico a base de 6xido de zinco e eugenol (Endofill®): Cimento

endodéntico a base de Oxido de Zinco e Eugenol (Endofill®—DENTSPLY,Maillefer).

-Cimento endodéntico Epiphany®: Epiphany® (Petron Clinical Technologies,
Wallingford CT) € um cimento endoddntico resinoso foto e quimicamente ativado que contém

hidréxido de célcio em sua composicao.

-Hipoclorito de sédio: Foi utilizado na concentragio de 2,5% (Evidence-Farmécia de

Manipulagio).

-Oleo essencial da Lippia sidoides (OELS): Foi utilizado na concentragdo de 0,5%

manipulado a partir do 6leo a 100% diluido em DMSO. A composi¢do quimica do éleo essencial
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(ANEXO VII) foi determinada no Centro de Desenvolvimento tecnoldgica (PADETEC-UFC)
por cromatografia gasosa através de espectroscopia de massa (GC-MS) usando aparelho
Hewlett-Packard 5971 GC/MS sob as seguintes condi¢des: coluna de capilaridade (30 m x 0.25
mm) de polimetilsiloxano DB-1 fundido a silica com espessura de filme de 0.10 pum; foi
utilizado gas Hélio como carreador (1 ml/min), a temperatura de injecao foi de 250°C enquanto
a temperatura do detector foi de 200°C. A temperatura da coluna variou de 35 °C a 180°C/min, a
4°C V/min, e entdo de 180 a 280°C, a 20°C V/min; espectros de massa foram obtidos através de
impacto eletronico de 70 eV. A identifica¢do dos constituintes foi realizada através de busca em
biblioteca virtual, com indices de retengdo e interpretacdo visual do espectro de massa (NCCLS,

2003) (ANEXO VII).

3.8.3-Amadurecimento do biofilme
Os biofilmes foram manipulados de acordo com a técnica descrita para estudo
cronolégico (SPRATT et al, 2001; ABDULAH et al.,2005) e submetidos aos desafios

antimicrobianos ap6s um periodo de 8 dias (192 horas) de incubac@o a 35°C em aerobiose.

3.8.4-Desafios antimicrobianos

Ap6s o periodo de incubagdo, as membranas contendo os biofilmes foram retiradas
assepticamente das placas de BHIA + S e transferidas cuidadosamente, evitando destrui¢do da
estrutura do biofilme, para dentro de tubos contendo 5 mL de Miieller-Hinton (Merck KgaA)
caldo, no caso dos testes com os cimentos endoddnticos, ou ainda para a mesma quantidade
de hipoclorito de sédio a 2,5% ou 6leo essencial de L. sidoides a 0,5%.

Durante todas as etapas, foi realizada bacterioscopia para certificagdo da pureza
das colonias crescidas.
-Biofilme versus cimentos endodonticos

Inicialmente preparou-se os corpos de prova de cada cimento manipulados de
acordo com as instru¢des dos fabricantes e vazados em orificios de 5 mm de didmetro e 4 mm
de altura em placas de Petri de 80 mm contendo 80 ml de dgar bacterioldgico. As placas
contendo os cimentos recém manipulados foram colocadas em estufa a 35°C por 30 minutos.
Ap6s esse periodo de tempo as membranas contendo os biofilmes foram transferidas para
dentro de tubos contendo 5 mL de Miieller-Hinton caldo juntamente com o corpo de prova
por 24 horas em aerobiose 35°C (KURZYNSKI et al., 1976). Para controle realizou-se a
imersao de biofilme de E. faecalis em 5 ml de Miieller-Hinton caldo, sem a presenca de corpo

de prova, pelo mesmo periodo de tempo.
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A neutralizagdo da acdo dos cimentos endoddnticos foi realizada apés o tempo de
incubacdo. O corpo de prova foi removido do tubo e 5 ml de D/E caldo neutralizador
(Acumedia) foram adicionados; o tubo foi deixado a temperatura ambiente por 30 minutos.
D/E éagar foi utilizado como meio sdlido para realizagdo da contagem bacteriana (DEY e
ENGLEY, 1983). O mesmo protocolo foi utilizado para o biofilme imerso em Miieller-Hinton
sem o corpo de prova (controle). Este protocolo foi utilizado para evitar acdo residual dos
cimentos e foi selecionado de acordo com os componentes da substincia em teste.

Para verificagdo da viabilidade bacteriana realizou-se agitacdo do tubo em vdrtex
por 60 segundos para o desprendimento bacteriano da membrana de nitrocelulose. Apds esse
procedimento, uma aliquota de 100 pl foi transferida para um tubo tipo “eppendorf” contendo
900 pl de solugdo salina. Dilui¢des em série de 10" a 10"* foram realizadas e aliquotas de 10
pL. foram plaqueadas em triplicata em D/E dgar. A contagem de unidades formadoras de

coldnias foi feita apds 24 horas de incubagdo a 35°C em aerobiose.

-Biofilme versus oleo essencial de L. sidoides a 0,5 %

Inicialmente realizou-se verificagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) da
solugdo de L. sidoides em relacdo a cepa ATCC do E. faecalis. Uma microplaca com 12
colunas e 8 linhas foi utilizada para o cilculo da CIM; a primeira coluna foi utilizada para os
controles. O primeiro poco foi preenchido com 100 pl de BHI caldo utilizado como controle
para verificar se houve contaminacdo do meio, o segundo desta mesma coluna foi preenchido
com 100 pl de BHI e 100 pl de solucdo do 6leo essencial a 0,5%, e o terceiro preenchido com
100 pl de BHI e 100 pl de cefalexina 50 mg; estes dltimos foram utilizados para controle de
turbidez. Um quarto poco foi preenchido com 100 ul de BHI e 5 pl de suspensio bacteriana
ajustada para 0.5 da escala MacFarland para controle do crescimento bacteriano. A segunda e
a terceira coluna foram utilizadas para realizar as dilui¢des com o 6leo essencial e a cefalexina
respectivamente. O primeiro poco da segunda coluna foi preenchido com 100 pl de BHI +
100 pl de solucdo do OELS a 0.5% + 5 pl de suspensao bacteriana ajustada para 0.5 da escala
MacFarland , e o primeiro pogo da terceira coluna preenchido com100 ul de BHI + 100 pl de
cefalexina 50 mg + 5 ul de suspensdo bacteriana ajustada para 0.5 da escala MacFarland. A
dilui¢do foi realizada retirando-se 100 pl do primeiro pogo de cada coluna passando para o
segundo e assim respectivamente até o oitavo poco de cada coluna. A microplaca foi incubada
por 24 horas a 35°C em condi¢des convencionais de atmosfera. Foi realizada leitura visual da

presenca de sedimento, o que caracterizava a ndo inibicdo do crescimento bacteriano.
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Para o experimento frente ao biofilme crescido por 8 dias foi preparado 5 ml de
solugdo de dleo essencial de L. sidoides a 0,5% adicionando-se 25 pl de dleo essencial a
100% a 4,975 pl de DMSO, resultando assim em uma solu¢do com concentracdo de 0,5%.
Em sequéncia realizou-se a imersdo do biofilme na solucdo por 10 minutos. Para controle
realizou-se a imersdo de biofilme de E. faecalis em 5 ml de solugdo salina pelo mesmo
periodo de tempo.

A neutralizacdo da acdo do 6leo essencial foi feita apds o periodo de contato
adicionando-se ao tubo 5 ml de D/E caldo neutralizador; os tubos foram deixados a
temperatura ambiente por 30 minutos. D/E dgar foi utilizado como meio sélido para
realizacdo da contagem bacteriana (DEY e ENGLEY, 1983). O mesmo protocolo foi utilizado
para o controle imerso em salina. O procedimento de verificacdo da viabilidade bacteriana foi

realizado da mesma forma como para os testes dos cimentos endoddnticos.

-Biofilme versus hipoclorito de sédio a 2,5%

A solugdo de hipoclorito de sédio (NaOCl) foi manipulada a 2,5% e mantida
protegida da luz e do calor.

A imersdo do biofilme no NaOCl a 2,5% foi realizada nas mesmas condicdes que
para o 6leo essencial, incluindo o controle imerso em solugdo salina. Apds o periodo de
contato, adicionou-se 5Sml de tiosulfato de sodio aos tubos, deixando-os a temperatura
ambiente por 30 minutos. O D/E 4gar foi utilizado como meio sélido para realizacdo da
contagem bacteriana (DEY e ENGLEY, 1983).

O procedimento de verificacdo da viabilidade bacteriana foi realizado como nos

experimentos anterioriormente descritos.
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FIGURA 4: a -Membranas de nitrocelulose 13 mm de diametro dispostas sobre BHIA+S; b-
Inoculagcdo das membranas com pipeta automéatica em camara de fluxo laminar; c-Membranas
inoculadas com E.faecalis em suspensdo; d-Incubacdo em estufa a 35°C; e-Visualizacao do

crescimento de 8 dias (192 horas) do biofilme de E. feacalis.

3.9-Analise estatistica
A andlise estatistica das medidas de rugosidade no estudo cronoldgico dos
biofilmes foi baseada em estatistica descritiva (tendéncia central e dispersdo), teste de

Shapiro-Wilk (para determinar se uma amostra aleatéria segue ou ndo uma distribuicdo
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normal) e teste de hipdtese (para verificar a existéncia ou ndo de diferengas significativas
entre grupos amostrais). O nivel de significancia usado foi de 5%. Todo o tratamento
estatistico referente as mensuracaoes realizadas em Microscopio de Forca Atomica foi
realizado usando os softwares Excel 2002 e Origin 7.0.

Os resultados dos testes de susceptibilidade foram demonstrados através de
gréficos e tabelas. A diferenca entre médias de replicatas foi verificada através da aplicagdo
do teste One-way ANOVA com Bonferroni post-test executados com o auxilio do programa
GraphPad Prism® versdo 4.00 para Windows, Software GraphPad®, San Diego California

USA. Para esses testes foram considerados estatiticamente significativos valores de p<0.001.
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4-Resultados

4.1-Prevaléncia e perfil de sensibilidade antimicrobiana de Enterococcus faecalis
isolados de canais radiculares com necessidade de retratamento

Foi realizada coleta de material clinico proveniente do canal radicular de 37
pacientes submetidos a retratameto endoddntico. Apds processamento das amostras 14 E.
faecalis foram isoladas, perfazendo uma prevaléncia de 37,8%.

Testes de sensibilidade a antimicrobianos foram realizados em todas as cepas

isoladas. Os percentuais de resisténcia aos antibidticos testados estdo dispostos na tabela 1.

TABELA 1: Percentual e nimero de cepas resistentes aos antimicrobianos testados.

ANTIMICROBIANOS Resisténcia (%/n)
Eritromicina 21,4(3)
Rifampicina 14,28(2)
Penicilina G 7,14(1)

Ciprofloxacina 7,14(1)
Linezolida 7,14(1)
Tetraciclina 35,7(5)

Quinupristim.Dalfopristim 42,85(6)

Nitrofurantoina 0(0)

Vancomicina 0(0)

Cloranfenicol 0(0)
Imipenem 0(0)

Teicoplanina 0(0)

Todas as cepas isoladas nesse estudo foram susceptiveis ao Cloranfenicol,
Nitrofurantoina, Teicoplanina, Imipenem e Vancomicina. Apenas um isolado foi resistente a
Linezolida. Resultado similar foi encontrado para a Penicilina G e para a Ciprofloxacina.
Nenhuma das cepas produziu B-lactamase, nem mesmo a cepa que apresentou resisténcia a
Penicilina G.

Dentre os isolados seis apresentaram resisténcia a associagdo Quinupristim-

dalfopristim. Quando foi avaliada a sensibilidade das cepas a Eritromicina 3 das 14 cepas

foram resistentes a esse antimicrobiano. Observando-se os resultados relativos a Rifampicina
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e a Tetraciclina verificou-se que 2 e 5 dos isolados apresentaram resisténcia aos respectivos
antibidticos.

A cepa isolada do paciente com prontudrio de numero 12 apresentou um perfil de

multi-resistencia (PAUL er al., 1997), ndo sendo sensivel a Quinupristin-dalfopristin,

Linezolida, Penicilina G, Rifampicina, Eritromicina e & Tetraciclina.

4.2-Experimento de difusiao em agar dos cimentos endodonticos e solucoes de dleo

essencial de Lippia sidoides a 1% e 10% para a cepa ATCC e isolado 12

Para o cimento Endofill® ndo houve formacgdo de halo de inibi¢do, tanto para a
cepa ATCC quanto para o Isolado 12. O cimento Epiphany® formou um halo de inibicdo de
20 mm para as duas cepas, e testando as duas pastas componentes em separado frente a cepa
ATCC, encontrou-se um halo de 34 mm para a pasta branca e de 18 mm para a pasta rosa.

Um halo de 15 mm foi encontrado para a cepa de colecdo de cultura (ATCC)
quando uma solug@o do OELS a 10% foi testada; para solucdo a 1% houve formacdo de um
halo de 7 mm. Para o isolado 12, halos de 12 mm e 10 mm foram formados para as
concentragdes testadas, respectivamente. DMSO foi usado como controle negativo, para o
qual ndo houve formacdo de halo em nenhum experimento e discos de vancomicina como
controle positivo com a formacdo de halo de 24 mm para a cepa ATCC e 22 mm para o

isolado 12.
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4.3-Estudo cronoldgico do desenvolvimento de biofilmes de Enterococcus faecalis
Biofilmes da cepa ATCC foram manipulados e incubados por 24, 36, 72, 192 (8
dias) e 360 (15 dias) horas. Leituras em MFA foram realizadas e imagens de cada filme
bioldgico foram registradas.
Imagens da membrana de nitrocelulose (MNC) (Figura 5) e da membrana apds
contato direto com BHIA+S (figura6) , meio de cultura sobre o qual os biofilmes foram
gerados, foram utilizadas como controle para verificacdo das caracteristicas superficiais e de

rugosidade (figuras 5 e 6).
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FIGURA 5. Imagens de MFA da amostra MNC. Varredura de 30 x 30 um (a) e 10 x 10 um
(b). O grafico de seccdo (c) mostra um corte transversal de 30 um na membrana. Escala de

altura: 1408 nm (a), 1324 nm (b) e 1500 nm (c).
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FIGURA 6. Imagens de MFA da amostra MNC-BHIA+S. Varredura de 30 x 30 um (a) e
10 x 10 um (b). As setas (b) indicam estruturas globulares oriundas do meio de cultura. O

grafico de seccdo (c) mostra alteragdo na topografia da membrana devido a presenga do

BHIA+S. Escala de altura: 1687 nm (a), 1457 nm (b) e 1500 nm (c).
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Apbs 24 horas de crescimento bacteriano (M24), vdarias células de E. faecalis

cobriam a superficie da membrana (figura 7a). Células bacterianas em vdrios estdgios de
desenvolvimento (asteriscos na figura. 7b) e com a presenca de septo transversal (setas na

figura 7b), caracteristica de divisdo celular.
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FIGURA 7. Imagens de MFA da amostra M24. Varredura de 30 x 30 pm (a) e 10 x 10 pm
(b). Os asteriscos (b) indicam células bacterianas, enquanto as setas apontam septos
transversais. O grafico de sec¢do (c) mostra alteracdo da topografia da membrana devido a

presenca de células bacterianas. Escala de altura: 837.7 nm (a), 510.9 nm (b) e 1500 nm (c).
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Com 36 horas de crescimento (M36), as imagens da membrana inoculada foram
parcialmente obscurecidas (figura 8a e 8b) pela presenca de PEC uniformemente distribuido.
Depressdes associadas com a formacao de microcoldnias (circulo na figura 8a) foram também
observadas. Houve uma reducio na rugosidade superficial do biofilme comparado com aquele

incubado por 24 horas (figura 8c).
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FIGURA 8. Imagens de MFA da amostra M36. Varredura de 30 x 30 pm (a) e 10 x 10 pm
(b). Um circulo (a) indica a presengca de microcolénia. O grafico de sec¢do (c) mostra uma
reducdo clara da rugosidade superficial. Escala de altura: 900.2 nm (a), 461.9 nm (b) e 1500

nm.
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Foi observada com 72 horas (M72) de crescimento uma imagem referente a
presenca de PEC cobrindo as células desde estdgios anteriores de maturagdo (< 72 horas)
(figura 9a). Poucas células bacterianas foram visualizadas na superficie. A presenga de canais
de 4dgua (setas na figura 9b) e espagos intersticiais (sinal de soma (+) na figura 9b) sdo claros e

evidentes como parte da estrutura do biofilme.
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FIGURA 9. Imagens de MFA da amostra M72. Varredura de 30 x 30 pm (a) e 10 x 10 pm
(b). Os asteriscos, setas e sinais de soma (+) (b) indicam células bacterianas jovens, canais e
espacos intersticiais no conteido de PEC, respectivamente. O grafico de seccdo (c) indica esse

perfil de superficie. Escala de altura: 2585 nm (a), 1416 nm (b) e 1500 nm (c).
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Com 8 dias de crescimento (M8d), ilhas de agregados bacterianos (microcolonias)

e depressdes sdo observadas na superficie. Varias células podem ser vistas sobre o contetido
de PEC, que apresenta regides mais visiveis (setas na figura 10a). O aspecto de “bolas de
algoddo” das células bacterianas representa a grande quantidade de material extracelular
depositada na sua superficie (figura 10b). O grafico de secgdo (figura 10c) mostra poucas

diferengas daquele com 72 horas de crescimento.
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FIGURA 10. Imagens de MFA da amostra M8d. Varredura de 30 x 30 um (a) e 10 x 10
pum (b). O circulo (a) indica a presenca de uma das ilhas de microcol6nias presentes na
superficie e as setas, a presenca de alguns espacos intersticiais no PEC. O perfil de superficie

€ mostrado no gréafico de seccdo (c). Escala de altura: 2268 nm (a), 1234.3 nm (b) e 1500 (c).
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Quando o biofilme foi incubado por 15 dias (M15d), uma estrutura altamente

complexa formou-se sobre a superficie (figura 11a). Células bacterianas ndo puderam ser
distinguidas, pois se apresentaram cobertas por uma grande quantidade de PEC. Uma
superficie com projecdes do contetido extracelular pode ser observada (figura 11b), tornando

dificil a obtencdo de dados de altura.
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FIGURA 11. Imagens de MFA da amostra M15d. Varredura de 30 x 30 um (a) e 10 x 10
um (b). As setas (b) indicam a presenga de projecdes na superficie. O grafico de sec¢do (c)
mostra um aumento significativo da irregularidade superficial. Escala de altura: 5159.6 nm
(a), 2732.8 nm (b) e 1500 nm.
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Os valores médios e desvios padrio (¢) da R, para cada intervalo de crescimento

estdo apresentados na tabela 2. A aplicagdo do teste Shapiro Wilk resultou em distribuicao
normal para todos os grupos experimentais. O teste ANOVA (Turkey pad hoc) foi usado para
verificar a significancia das diferencas entre médias. Houve diferenca estatisticamente

significativa entre as médias de todos os grupos exceto entre MNC e M72.

TABELA 2. Média e desvio padrao (¢) da rugosidade superficial (R,) para MNC, MNC-
BHIA+S, e M24-15d. Varredura de 30 x 30 um e escala de altura de 2000 nm.

188.77

254.68 88.23 76.28 186.57 166.83 541.14

4.24 6.57 5.63 9.99 10.38 10.41 35.6

A figura 12 mostra o grafico de barra dos valores médios de R, dos grupos MNC-
BHIA+S e M24-M15d. Dessa forma, as mensuracdes de rugosidade foram usadas para
caracterizar os varios estagios envolvidos no estabelecimento e estrutura¢do dos biofilmes:

e 24 horas — Pouco ou nenhum PEC. Os limites celulares e septos sio
distinguiveis (rugosidade é determinada pela posicdo bacteriana na superficie). Fase de adesdo
(figura 12 b);

® 36 horas — Biofilme jovem consolidado. Células bacterianas estdo parcialmente
obscurecidas (pouca redugdo da rugosidade devido a formacgéo de PEC) (figura 12 c);

e 72 horas — Conteddo de PEC, com poucas bactérias na superficie (aumento na
rugosidade causado pela grande quantidade de espacos intersticiais por todo o conteido)
(figura 12 d);

e 8 dias — Estabelecimento de microcolonias bacterianas sobre o PEC. Células
com aspecto de “bola de algodao” aparecem em conseqiiéncia da deposi¢ao de PEC sobre sua
superficie (a rugosidade diminuiu devido & cobertura dos espacos interisticiais pelo PEC)

(figura 12 e);
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e 15 dias — Biofilme rico em PEC, formando projecdes. Nesse caso € impossivel
distinguir células bacterianas (aumento expressivo da rugosidade). Biofilme completamente

desenvolvido(figura 12 f).
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FIGURA 12. Média da rugosidade R, da superficie das amostras MNC-BHIA+S e M24-
M15d. As mensuragdes de rugosidade distinguiram as diferentes alteragdes na topografia
superficial da membrana de nitroceluose: adesdo de estruturas globulares do BHIA+S (a);
adesdo bacteriana (b); formagao de PEC (c); aumento no contetido de PEC (d); crescimento

bacteriano sobre o PEC (e); biofilme desenvolvido (f).

4.4-Avaliacao da inibicao de biofilmes de Enterococcus faecalis frente a desafios

antimicrobianos

4.4.1-Inibicao dos biofilmes de E. faecalis frente aos cimentos endodonticos

Quando os biofilmes das duas cepas, de cole¢do de cultura (ATCC) e de origem
clinica (isolado 12), foram submetidos aos cimentos testados, foi verificado que o nimero de
UFC diminuiu comparado com o controle (p<0.001) (Figura 13).

Através da avaliacdo dos dois cimentos testados frente a cepa ATCC observou-se
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0.05), ou seja, para esta cepa o
Epiphany® apresentou acdo semelhante ao Endofill® (Figura 13).

Verificando-se a susceptibilidade do isolado 12, essa comparagdo também revelou
a ndo existéncia de diferenca significativa (p<0.05) entre os dois materiais levando-se em

considerag¢do um intervalo de confianca de 99.99% (figura 13).
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Nos experimentos de susceptibilidade dos biofilmes aos cimentos foi demonstrada

a existéncia de diferenga de susceptibilidade entre as duas cepas usadas para gerar os
biofilmes (p<0.001). A cepa de origem clinica (Isolado 12) apresentou-se menos susceptivel

aos dois cimentos testados quando comparada a cepa padrio (figura 13).
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FIGURA 13: Susceptibilidade de biofilmes de duas cepas de E. faecalis, ATCC e isolado
12 (I12), incubados por 8 dias submetidos aos cimentos endodonticos Endofill® e
Epiphany® por 24 horas.

oo-Quantidade de UFC incontavel

*#**_.Grande poder de significancia estatistica

4.4.2-Inibicao dos biofilmes de Enterococcus faecalis frente a solucao de Lippia sidoides a
0,5 %e hipoclorito de sodio a 2,5%

Biofilmes da cepa ATCC e Isolado 12 crescidos por 8 dias foram submetidos a
acdo da solucdo de L. sidoides a 0.5% e o NaOCl 2.5% por 10 minutos utilizando-se como
controle a solucdo salina. O NaOCl a 2.5% eliminou completamente as bactérias presentes no
biofilme no intervalo de tempo utilizado. O OELS reduziu significativamente o nimero de
bactérias quando comparado ao controle (p<0.001). Estes resultados foram encontrados para
as duas cepas.

Niao houve diferenga estatisticamente significativa na contagem de UFC para os
biofilmes da cepa ATCC quando submetidos a solucdo de OELS a 0.5% e hipoclorito de
sodio a 2.5% (p> 0.05). Resultado semelhante foi encontrado para o isolado 12 (p> 0.05).

Ao contrdrio do que foi encontrado para os testes realizados com os cimentos

endodonticos, quando os biofilmes das cepas ATCC e isolado 12 foram submetidos as



solugdes testadas ndo houve diferenca de susceptibilidade entre as duas cepas (p>0.05).

(figura 14)
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FIGURA 14: Susceptibilidade de biofilmes de duas cepas de E. faecalis, ATCC e isolado

12 (I12), incubados por 8 dias submetidos a0 NaOCl a 2.5% e a soluc¢ao de 6leo esséncial

de Lippia sidoides a 0.5% por 10 minutos.
oo-Quantidade de UFC incontével
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5-Discussao
5.1-Prevaléncia e perfil de sensibilidade antimicrobiana de Enterococcus faecalis
isolados de canais radiculares com necessidade de retratamento

Stuart e colaboradores (2006) revisaram a prevaléncia do E. faecalis em canais
radiculares obturados levando em consideragdo o nimero de elementos dentais onde houve
crescimento bacteriano e o método utilizado para detec¢do de microrganismos em pesquisas
realizadas de 1964 a 2004. O percentual observado no presente estudo (37,8%) encontra-se
em concorddncia com os achados relativos aos estudos que utilizaram técnicas de cultura
como método de deteccdo dos microorganismos a partir de material coletado do canal
radicular de dentes submetidos a retratamento.

Foi realizado teste de sensibilidade antimicrobiana das cepas isoladas para
reconhecimento do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos corriqueiramente utilizados
na clinica odontolédgica e aqueles empregados na clinica médica.

A Penicilina G, um antibiético do grupo dos B-lactimicos, tem sido considerada
primeira escolha para tratamento de infec¢des odontogé€nicas. No presente estudo verificou-se
que 1 isolado apresentou resisténcia a esse antimicrobiano apesar de tal resisténcia ja ter sido
reportada anteriormente em cepas de E. faecalis isoladas de canais radiculares (DAHLEN et
al., 2000). Com base nesse resultado conclui-se que a Penicilina G ainda pode ser usada como
opcdo quando da necessidade de uso de atimicrobiano sist€émico durante tratamento de
patologias endodonticas secundarias. Mas deve-se levar em consideracdo o limitado niimero
de cepas investigadas.

Pinheiro et al. (2003a) verificaram a presenca de 2 cepas de E. faecalis resistentes
a Eritromicina dentre 11 avaliadas perfazendo um percentual de 18,18%, semelhante ao
percentual de 21,4% encontrado no persente estudo. A maior relevancia da presenca de cepas
com esse perfil de sensibilidade estd relacionada ao uso desse antimicrobiano como escolha
na terapia de infec¢des odontogé€nicas para pacientes alérgicos a penicilina.

Recentemente bastante ateng¢do tem sido dada as cepas de Enterococcus multi-
resistentes. Essa multi-resisténcia pode também incluir a vancomicina, o que pode gerar
problemas devido a falta de alternativas de tratamento. Mesmo com todas as cepas de E.
faecalis examinadas nesse estudo sendo susceptiveis a vancomicina, estudos anteriores
registraram a relacdo entre a presenca de genes de resisténcia e sua expressao em cepas de E.
faecalis com caracteristicas de multi-resisténcia (POETA et al., 2006).

No presente estudo o Isolado 12 mostrou resisténcia a 6 dos 12 antibidticos
testados, sendo estes de classes diferentes com diferentes mecanismos de acdo.

Microrganismos com perfil de sensibilidade como o encontrado para o Isolado 12 sdo
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possivelmente selecionados pela acdo de substincias quimicas auxiliares do preparo quimico
mecanico e outros tipos de materiais como o hidréxido de célcio e cimentos endodonticos.

Devido aos resultados de resisténcia encontrados para o Isolado 12, esta cepa foi
testada frente a substancias utilizadas na clinica endoddntica, como o hipoclorito de sédio e os
cimentos Endofill® e Epiphany®, e ainda frente a um 6leo essencial com ac¢éo antimicrobiana
comprovada (BOTELHO et al., in press) para verificacdo da possibilidade de uma maior
resisténcia a essas substancias quando comparada com uma cepa oriunda de colecdo de
cultura, que ndo sofreu pressodes seletiva in vivo.

Nenhum isolado apresentou-se resistente ao Cloranfenicol, Nitrofurantoina,
Teicoplanina, Imipenem. Em estudo realizado por Maschieto e colaboradores (2004) em
cepas hospitalares de E. faecalis, foi encontrado um alto percentual de resisténcia ao
Cloranfenicol, o que contribuiu, além dos possiveis efeitos colaterais, para a restri¢do de seu
uso em ambiente hospitalar.

Apesar de na literatura haver registro da ineficiéncia da associagdo Quinupristim-
dalfopristim frente ao E. faecalis, no presente estudo tal caracteristica foi encontrada em 6 das
14 cepas. A resisténcia a essa droga € atribuida a uma bomba de efluxo relacionada a espécie
(D°AZEVEDO, 2004). Nossos resultados demonstram que essa caracteristica pode nio estar
presente em todas as cepas, mas que o emprego dessa associacdo na clinica deve ser
cuidadoso haja vista o alto percentual de resisténcia encontrado (42,85%) para isolados do
canal radicular.

A Ciprofloxacina é um antimicrobiano bastante empregado no tratamento de
infeccdes do trato urindrio, infeccdes estas que podem envolver organismos do género

Enterococcus. Apenas 1 cepa apresentou-se resistente a esse antimicrobiano.

A Tetraciclina ha algumas décadas atrds foi bastante empregada para tratar
quadros infecciosos relacionados a cavidade bucal. Isso se reflete no alto percentual (35,7%)
de cepas resistentes a essa droga, demonstrando uma possivel selecio de microrganismos

capazes de sobreviver a terapia com esse medicamento.

O diagnéstico microbiolégico das cepas isoladas de canais radiculares, através da
realizacdo de testes de susceptibilidade antimicrobiana, tem relevancia principalmente quando
existe o risco de complicacdes sist€micas, pois prioritariamente medidas locais devem ser

empregadas para debelar infeccdes associadas ao sistema de canais radiculares.
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5.2-Experimento de difusdao em agar dos cimentos endodonticos e solucoes de 6leo

essencial de Lippia sidoides a 1% e 10% para a cepa ATCC e isolado 12

A atividade antimicrobiana dos cimentos Endofill® e Epiphany® e das solugdes do
6leo essencial de L. sidoides a 10% e 1% foi testada frente a cepa ATCC e ao Isolado 12
crescidos de forma planctonica através de teste de difusdo em 4gar anteriormente aos
experimentos com biofilmes.

Estudos objetivando a verificagdo da atividade antimicrobiana de materiais
utilizados em odontologia vém sendo realizados hd muitas décadas. Na Endodontia, testes
com solugdes irrigantes, medicagdes intracanal e cimentos endodonticos ja foram realizados
utilizando-se varios métodos, mas a técnica de difusdo em agar parece ser bastante difundida
(GOMES et al., 2004).

A andlise da atividade antimicrobiana de cimentos endodonticos frente ao E.
faecalis fornece informagdes sobre a efetividade desses cimentos em prevenir a reinfec¢do
bacteriana no sistema de canais radiculares. As falhas em Endodontia sio parcialmente devido
a espagos no canal que ndo foram obturados adequadamente. Quando existe comunicagdo
entre os ambientes externo e interno ou quando bactérias residuais remanescem devido a um
preparo inadequado, a atividade antimicrobiana dos vdrios componentes dos cimentos
endodonticos tem um importante papel no sucesso do tratamento (MICKEL et al., 2003).

Na presente pesquisa verificou-se a acdo anti-bacteriana do cimento Epiphany®, e
ainda evidenciou-se uma maior acdo dos componentes presentes na pasta branca desse
cimento. Nao foi verificada a formacdo de halo de inibicdo nos testes realizados para o
Endofill® frente as duas cepas testadas. Da mesma forma, Gomes e colaboradores (2004)
também ndo encontraram zona de inibi¢do testando o cimento Endofill® frente ao E.faecalis.
Experimentos de difusdo em &4gar podem ndo refletir a real atividade antimicrobiana de
algumas substancias, pois pode nédo estar ligada apenas a toxicidade do material a bactéria,
mas também a sua difusibilidade no meio de cultura sélido fato que depende diretamente do
tamanho de suas moléculas.

Baseado nos experimentos de difusdo para as solug¢des de L. sidoides a 10% e 1%
foram feitos experimentos de microdilui¢do e foi verificado que a menor concentracdo da
solug@o capaz de inibir o crescimento bacteriano da cepa ATCC foi de 0,0078%. Deve-se
ressaltar que tal concentrag@o estd relacionada com a inibi¢do de microrganismos vivendo de
forma planctonica. Desta forma, para os experimentos com biofilmes utilizou-se uma
concentracdo de 0,5%, maior que a CIM, para que fosse utilizada frente a um inoculo

bacteriano arranjado em um biofilme.
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5.3-Estudo cronoldgico do desenvolvimento de biofilmes de Enterococcus faecalis

Caracteristicas dos biofilmes com 24 horas de incubacdo como aspecto uniforme
das células bacterianas (devido a presenca superficial dos peptidoglicanos das bactérias Gram-
positivas), a distin¢do clara dos limites celulares e a presenga de septo transversal em algumas
bactérias sdo evidéncias da reduzida quantidade de PEC sobre a superficie. Esse achado é
provavelmente uma conseqiiéncia da formagédo de biofilme em seu estigio inicial, a fase de
adesao.

Os estagios iniciais da formacdo dos biofilmes compreendem eventos de interagio
entre as células de vida livre e a superficie, tais eventos de adesdo inicial desencadeiam a
expressao de genes com papel importante na continuidade da formacao do filme levando a sua
maturacdo. Muitas estruturas especializadas e interagdes complexas estdo envolvidas no
reconhecimento de superficies e conseqiiente formacgdo dos biofilmes de células procariontes
(DUNNE JUNIOR, 2002).

A fase de maturagdo provavelmente corresponde as imagens vistas com uma
incubagd@o de 36 horas do biofilme, por apresentar microcoldnias com a producio de PEC. A
reducdo na rugosidade superficial (comparado ao biofilme com 24 horas de crescimento)
demonstrada no grafico de sec¢do (figura 9c) € indicativa da presenca de um biofilme jovem e
da pequena influéncia das irregularidades da superficie do biofilme.

De acordo com Davey e O'Toole (2000), com o tempo microcolonias
desenvolvem-se em um biofilme maduro que estd frequentemente associado com a producdo
de PEC. Em Pseudomonas aeruginosa, a transcri¢ao de algC, um gene chave na biosintese de
alginato, € induzida logo apds a adesdo da bactéria a superficie. Recentemente foi
demonstrado que a baixa regulacdo (downregulation) da sintese de flagelo esta relacionada
com aumento na producgdo (upregulation) de alginato, mostrando a sinalizagcdo da passagem
do estdgio de adesdo para o de maturagdo do biofilme (GARRETT et al., 1999).

Nos filmes com 72 horas de crescimento a superficie ndo obscurecida e os
contornos bem definidos das poucas bactérias presentes indicam uma baixa quantidade (ou
auséncia) de PEC sobre sua parede celular (peptidoglicano). Isso é uma caracteristica de
células jovens provavelmente originadas daquelas abaixo do conteudo extracelular depositado
previamente, como em camadas. O Aumento da irregularidade superficial do filme com 72
horas de incubagdo comparada ao com 36 horas é conseqii€éncia da maior complexidade da
estrutura e a presenca de espacos intersticiais presentes no conteido de PEC. Dessa forma,
dentro dos limites experimentais desse estudo, verificou-se que a partir de 72 de crescimento
pode-se considerar o biofilme maduro e desenvolvido.

Pode-se observar no biofilme incubado por 8 dias, assim como no de 72 horas a
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arquitetura do biofilme provavelmente formado por camadas de PEC e células entremeadas,
unas mais profundamente localizadas (com aspecto de “bolas de algoddo”) e outras mais
superficiais indicando o inicio de uma nova fase no desenvolvimento: o desprendimento de
células que irdo colonizar outras superficies distantes do filme do qual se originou.

Analisando-se as membranas inoculadas incubadas por 15 dias, verificou-se que as
irregularidades superficiais aumentaram substancialmente quando comparadas com as
estruturas formadas com 8 dias de incubagdo, como pdde ser visto no griafico de seccdo
(figura 10c). Nesse momento o biofilme além de estar completamente desenvolvido, ja
produziu uma quantidade abundante de PEC.

Através da mensuragdo dos valores de rugosidade verificou-se o aumento de 65.91
nm no valor médio de MNC a MNC-BHIA+S. Esse achado € decorrente da presenca de
glébulos no meio de cultura (BHIA+S). Com a presenga de uma camada de células sobre a
membrana apds 24 horas de crescimento houve uma reducgédo de 165.77 nm da MNC-BHIA+S
para M24; ja4 a redugdo de 11.95 nm da M24 para M36, pode ser atribuida a formagdo de
PEC. A presenca de canais no PEC levou ao aumento de 110.92 nm da M36 para a M72.

Devido a presenca de crescimento bacteriano sobre o PEC houve uma reducio de
19.74 nm da M72 para M&d. E, finalmente, verificou-se um aumento de 374.31 nm da M8d
para M15d devido ao desenvolvimento completo do biofilme, com presenca de projecdes de
PEC.

A igualdade estatistica entre as médias para MNC e M72 ndo ¢é relevante, desde
que representam estados qualitativamente diferentes (com e sem bactérias). As alteracdes
aconteceram sobre a membrana de nitrocelulose com BHIA+S e as modificagcdes comparadas

com sua topografia é que sdo consideradas importantes.

5.4-Avaliacao da inibicao de biofilmes de Enterococcus faecalis frente a desafios
antimicrobianos
Biofilmes com 8 dias de crescimento foram utilizados na realizacdo dos desafios
antimicrobianos por representarem uma comunidade bacteriana de E. faecalis madura e
desenvolvida, o que ocorre a partir de 72 horas de incubag@o, sendo que quando crescidos por
8 dias a quantidade de PEC é maior, como ficou demonstrado através das medidas de
rugosidade. Essa caracteristica tem importancia, pois a estrutura do PEC pode também ser
responsével pela resisténcia dessas bactérias a morte pela acdo antimicrobiana.
5.4.1-Inibicao dos biofilmes de Enterococcus faecalis frente aos cimentos endodonticos
Muitas técnicas para verificar a susceptibilidade bacteriana a substincias com acéo

antimicrobiana t€m sido empregadas; estudos in vitro que utilizam biofilmes gerados sobre
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membranas de nitrocelulose, apesar de ndo simularem completamente a realidade in vivo,
conseguem fornecer biofilmes maduros através de uma técnica de ficil execu¢do e manejo
além de possibilitar a realizag@o de testes com inimeras solu¢des e materiais com capacidade
de difundirem-se.

Virios estudos investigaram a susceptibilidade do E. faecalis as medidas de
desinfeccdo do canal, medica¢Ges e cimentos endoddnticos, embora os mecanismos utilizados
por esse organismo ndo sejam completamente entendidos. (KAMARAN et al., 1990;
BYSTROM e SUNDQVIST, 1995; SIQUEIRA JUNIOR e UZEDA, 1996; SIQUEIRA
JUNIOR et al., 1997; FUSS et al., 1997; SIQUEIRA JUNIOR et al., 1998; HELING e
CHANDLER, 1998; BUCK et al., 2001; GOMES et al., 2001; RADCLIFFE et al., 2004).

Um mecanismo que algumas bactérias podem desenvolver para sobreviver aos
desafios ambientais e antimicrobianos € organizarem-se em comunidades funcionais
metabolicamente heterogéneas e interdependentes (ABDULLAH et al., 2005).

Essas comunidades bacterianas funcionam como importante estratégia de
sobrevivéncia em ambientes naturais, aonde condi¢cdes nutricionais adversas vém a estimular
alguns microrganismos a alterar sua fisiologia (CALDWELL e LAWRENCE, 1986;
COSTERTON et al,1987). Por exemplo, o cultivo de Pseudomonas aeruginosa sob
condicdes de deplecio de magnésio resultard em aumento na resisténcia desse
microorganismo a polimixina B, EDTA e Aminoglicosideos (ANWAR, et al., 1992).

O E.faecalis parece ser altamente resistente aos medicamentos usados durante o
tratamento endodontico, e sabe-se que pode apresentar a capacidade de resistir ao efeito anti-
bacteriano de curativos com hidréxido de calcio (BYSTROM et al.,, 1985a).

Virios estudos observando a atividade antimicrobiana de cimentos endoddnticos
frente a células planctdnicas de alguns microrganismos tais como E. faecalis (MICKEL et al.,
2003; PIZZO et al., 2006) tém relatado atividade de cimentos a base de 6xido de zinco e
eugenol através da acdo do eugenol, substincia bactericida que age provavelmente através da
coagulacdo de proteinas. Quando é misturado com o 6xido de zinco, ocorre uma reacio
quimica formando-se o eugenolato de zinco. Ao ser exposto a0 meio aquoso, como a saliva ou
fluido dentindrio, ocorre hidrélise resultando em eugenol e hidréxido de zinco. O eugenol
entdo pode difundir-se pelas irregularidades anatdmicas do sistema de canais e ter acdo sobre
possiveis bactérias remanescentes (MICKEL et al., 2003).

Baseado nos testes de difusdo em 4gar para os cimentos endoddnticos e o OELS
testes com biofilmes das duas cepas foram feitos para verificar se esse padrio de maior
resisténcia do Isolado 12 também se apresentava quando essas bactérias estruturavam-se em

comunidade.
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No presente estudo, ao analisar-se a atividade antimicrobiana dos cimentos
Endofill® e Epiphany®, foi verificado que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
na acao dos dois cimentos frente a cepa ATCC (p>0.05) e Isolado 12 (p<0.05).

Os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol ja foram testados anteriormente
frente ao E. faecalis e verificou-se que apresentam melhor atividade antimicrobiana quando
comparado aos cimentos resinosos como Sealer 26" (MICKEL et al.,, 2003). Nossos
resultados mostraram que a a¢do do cimento Epiphany® foi semelhante 2 do Endofill®, o que
pode ser atribuido a atividade bactericida de amplo espectro das suas moléculas de Bis-fendis.
Embora o Epiphany® possua em sua composi¢do o hidréxido de célcio, estudos constataram
sua baixa ou ausente efetividade frente ao E. faecalis (BYSTROM e SUNDQVIST, 1985b).
Os resultados encontrados em nossos experimentos contradizem o que ja foi demonstrado em
outros estudos com respeito a pouca ou ausente atividade antimicrobiana dos cimentos
resinosos outras marcas que nao o Epiphany® (PIZZO et al., 2006;).

No que diz respeito a diferenca de susceptibilidade antimicrobiana entre as duas
cepas testadas varios estudos relatam que quando bactérias se deparam com situagdes
adversas potencialmente letais, o que pode acontecer quando estas colonizam algum 6rgédo ou
regido do corpo humano, tanto pela ag¢do do sistema imunolégico quanto por antimicrobianos,
uma resposta ao estresse ¢ montada desta forma permitindo que o microorganismo suporte
tais desafios e sobreviva (PARSSEL e LINDQUIST, 1993; WELCH, 1993). Quando
respostas as condicdes de estresse sdo induzidas, esse estado confere uma prote¢do geral
frente a uma série de outras condi¢des de estresse, por exemplo, uma resposta induzida por
deplecdo nutricional fornece protecio contra estresses de temperatura. (LOUPER-JAN et al,,
1992). O E. faecalis demonstrou sintetizar uma variedade de proteinas de estresse quando
exposto a condi¢gdes ambientais adversas, (HARTKE er al., 1998) incluindo altas
concentracdes de sais biliares (FLAHAUT et al., 1996a), 4cido, calor (FLAHAUT et al.,
1996b) deplecdo de glicose (GIARD et al, 1996) e hipoclorito de s6dio (LAPLACE et al.,
1997)

Se condi¢bes nutricionais adversas ou exposi¢do a alguns medicamentos intracanal
ou irrigantes induzem o E.faecalis a exibir um estado de resposta a condi¢des de estresse, esse
estado poderia conferir a esse microrganismo uma protecdo cruzada quando submetido a

outros agentes com atividade antimicrobiana.
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5.4.2-Inibicao dos biofilmes de Enterococcus faecalis frente a solucao de Lippia sidoides a

0,5% e hipoclorito de sodio a 2,5%

Muitos diferentes extratos de plantas tém sido avaliados ao longo dos anos devido
a seus efeitos antimicrobianos frente a patégenos orais (DIDRY et al., 1998; PAI et al.,2004,
YATSUDA et al., 2005). Recentemente um estudo em modelo animal indicou que um
colutério a base de L. sidoides reduziu a severidade da inflamagdo gengival, placa bacteriana
e infiltrado inflamatério observado histologicamente em cédes (GIRAO et al., 2003). Outros
artigos t&m descrito a eficacia clinica do OELS frente ao S. mutans ao nivel salivar apds o uso
de colutério (BOTELHO et al., in press).

L. sidoides é um planta que pode crescer em qualquer lugar da regido nordeste do
Brasil. Devido ao seu baixo custo, o uso de seu 6leo essencial na prevencdo e tratamento de
condi¢des orais pode beneficiar comunidades urbanas e rurais de baixo poder aquisitivo. Essa
formulacdo pode também ser vantajosa em regides onde a L. sidoides € culturalmente aceita
(GIRAO et al.,2003).

Na presente pesquisa, foi verificado que para ambas as cepas, ATCC e isolado 12,
houve uma reducgdo bacteriana significativa (p<0.001) quando os biofilmes foram submetidos
a solucdo do OELS a 0,5% em relacdo ao controle (solucdo salina). Foi observado ainda que
para as duas cepas ndo houve diferenca estatistica entre a acio do NaOCl a 2,5% e a solugdo
de OELS a 0,5% (p>0.05).

O hipoclorito de sédio ao longo dos anos vem sendo indicado como solugdo
irrigante no preparo quimico-mecénico de canais radiculares apresentando uma boa acdo
antimicrobiana frente ao E. faecalis na concentragdo utilizada nesse estudo. No entanto sua
alta citotoxicidade, odor, gosto desagraddvel e possibilidade do desenvolvimento de reagdes

de sensibilidade podem restringir seu uso na clinica odontoldgica.

Substincias de origem natural como a L. sidoides, vém sendo testadas para sua
possivel ac@o antimicrobiana frente a diferentes patégenos envolvidos em patologias orais
como S. mutans. A eficicia dessa planta tradicional foi demonstrada através de testes que
observaram atividade bactericida e fungicida com o 6leo essencial das folhas. Essa atividade
foi atribuida a seus costituintes timol e cavacrol. O timol é um potente anti-séptico do grupo
fenol e tem uma forte atividade contra bactérias e fungos (BOTELHO et al., in press).

Agentes antimicrobianos fendlicos t€m sido usados hd muito tempo por suas
propriedades anti-sépticas e desinfetantes. Os compostos pertencentes a este grupo quimico
como € o caso do timol apresentam propriedades de acdo sobre membranas, o que contribui

para sua atividade frente a microrganismos em geral (McDONELL e RUSSEL, 1999).
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Induzem perda progressiva de constituintes intracelulares, incluindo a liberagdo de k™, o
primeiro sinal de dano a membrana (LAMBERT e HAMMOND, 1973). De acordo com
Pulvertaft e Lumb (1948), podem causar lise de culturas em crescimento de E. coli,
Staphylococcus spp e Streptococcus spp sem o envolvimento de enzimas autoliticas.

Houve uma reducdo no nimero de células viaveis comparado ao controle quando
os biofilmes das duas cepas testadas crescido por 8 dias foram submetidos a solu¢do do OELS
a 0,5% por 10 minutos. Analisando numericamente a quantidade de UFC vidveis apds a
imersdo dos biofilmes das duas cepas na solucdo verificou-es que o crescimento de 570 UFC
para a cepa ATCC e 40 UFC para o isolado 12 em uma diluicio de 10", demostrando uma
menor susceptibilidade do isolado 12 embora essa diferenca ndo seja estatisticamente
significativa (p>0.05).

E importante ressaltar que a solu¢io de 6leo esencial obteve agdo semelhante ao
hipoclorito de s6édio em uma concentracao cinco vezes menor.

A possibilidade da utilizacio de produtos naturais que ndo apresentam as
caracteristicas ndo desejaveis presentes no hipoclorito de soédio serve de estimulo para
realizacdo de novos estudos para futuro emprego de tal substincia como solugdo quimica

auxiliar ao preparo do sistema de canais.
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6-Conclusoes

e A prevaléncia de E. faecalis encontrada no peresnte estudo foi de 37,8%

e Foram detectadas 6 cepas dentre as isoladas resistentes a associagdo
Quinupristim-dalfopristim

e Nio houve formacdo de halo de inibicdo quando testouse o ciemnto Endofill®

¢ O Cimento Epiphany® inibiu o crescimeto das cepas clinica e ATCC em
experimentos de difusdo em dgar

e Foi verificado que a pasta branca apresentou um halo de inibi¢do maior que a
pasta compponente branca do cimento Epiphany®

e Nas condi¢des experimentais realizadas o biofilme maduro de E. faecalis foi
verificado a partir de 72 horas de incubacio

e Houve uma reducdo do nimero de bactérias em relagdo ao controle quando os
biofilmes de 8 dias foram expostos aos cimentos endodéntico Endofill® e Epiphany® por 24
horas

e Nio houve diferenca estatisticamente significativa entre a a¢do do cimento
Endofill® e Epiphany® para as duas cepas testadas

® O Oleo esséncia da L. sidoides a 0.5% levou a uma reducdo bacteriana
semelhante a encontrada para o hipoclorito de sédio a 2.5% quando em contato por 10
minutos com biofilmes das cepas ATCC e de origem clinica

® Novos testes devem ser realizados com a solucéo do dleo essencial da Lippia
sidoides para verificar seu possivel uso como solugdo irrigante do sistema de canais
radiculares

e Testes de susceptibilidade antimicrobiana devem ser realizados também com
cepas clinicas ja que estas podem comporta-se de forma diferente da cepa padrio (ATCC)

frente a diferentes desafios antimicrobianos
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Anexo I

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA-UFC
Departamento de Patologia e Medicina Legal
Laboratério de Microbiologia
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa: Perfil de sensibilidade de
cepas planctdnicas e biofilmes de Enterococcus faecalis isolados de canais radiculares de

pacientes com necessidade de retratamento frente a desafios antimicrobianos.

Sua participagdo ndo € obrigatdria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar
seu consentimento. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador, ou
com o servigo no qual vocé estd sendo atendido. Os objetivos deste estudo s@o os de isolar e
identificar os microrganismos envolvidos nas infec¢des de canais radiculares e observar sua
resisténcia a materiais obturadores de uso na clinica odontolégica. Sua participacdo nesta
pesquisa consistird em ceder uma pequena quantidade de material bioldgico proveniente da raiz
do dente quando do retratamento do canal. A coleta serd feita com o auxilio de um cone de papel
esterilizado e introduzido no canal radicular, procedimento que ja serd realizado normalmente
durante o seu tratamento. Os riscos relacionados com sua participacdo ndo existirdo por tratar-se
de método ndo invasivo para a coleta do material. Os beneficios relacionados com a sua
participacdo sdo os de poder auxiliar a ciéncia médica a adquirir maiores conhecimentos sobre as
bactérias relacionadas as infecgdes persistentes dos canais radiculares e ao tratamento desta

doenca.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidencias e asseguramos o
sigilo sobre sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua

identificacao.

Vocé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal, podendo tirar suas ddvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer

momento.
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Assinatura do pesquisador
Pesquisadora principal: Theodora Thays Prado Arruda
Avenida Dom Manuel, 289-Centro Fone 32214537.
Comité de Etica em Pesquisa - Fone: 4009-8338

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e

concordo em participar.

Digital

Sujeito da pesquisa

Responsavel

Testemunha



Anexo I1

Ficha de Anamnese

FICHA DE ANAMNESE — N° Pront:

1- Identificag¢@o do paciente:

Nome:

Data de nascimento: Sexo:

Endereco:

Fone:

2- Histéria médica:

® Presenca de patologia sistémica:

e Uso de medicamento:

e Apresenta alergia:
e Fumante: Sim( ) Nao ( ) Quanto tempo?

Que tipo de fumo? Ex-fumante?

e Alcoolismo: Sim ( ) Nao ( ) Ex-alcodlatra?

e Usodedrogas: Sim( ) Nao () Que tipo?

Ex-dependente?
¢ Foi submetido a procedimento cirtirgico em nivel hospitalar?
Fez uso de anestesia geral? Sim ( ) Nao( )

Apresentou complicacdes? Sim( ) Nao( )

Que tipo de complicagio?
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Anexo II1

Ficha de exame dentario

FICHA DE EXAME DENTARIO-N® Pront:

1) Lesoes de tecidos moles intra-orais.

Sim () Nao ( )

2) Odontograma

;

I N T
2" X By Nn|nnn 0w bR 11“

3) Sensibilidade pulpar — elemento dental: ____
Positivo () Negativo ()
4)Sensibilidade a percussdo

Positivo () Negativo ()
5) Sensibilidade a palpagao

Positivo () Negativo ()
6) Evidéncia radiografica de lesdo periapical

Sim () Nao ( ) Possivel diagnéstico:

Tempo de evolugdo da lesdo:
7) Presenca de mobilidade
Sim () Nao () Grau
8) Histdrico de cirurgia parendoddntica

Sim ( ) Nio ()



9) Histoérico de retratamento

Sim () Nao ( )
a) Qual a solugdo irrigante utilizada no tratamento anterior?
b) Qual o cimento obturador utilizado no tratamento anterior?
c) Utilizou curativo? Qual? Por quanto tempo?

10) Apresenta sintomatologia atualmente

Sim ( ) Nio ()
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Anexo IV

Aprovacao do COETICA- Comité de Etica em Pesquisa

FUNDACAO EDSON QUEIROZ UNIVERSIDADE DE FORTALEZA
ENSINANDO E APRENDENDO

UNIVERSIDADE DE FORTALEZA . _
VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

Comité de Etica em Pesquisa - COETICA

PARECER N°. 033/2006

Projeto de Pesquisa: Perfil de sensibilidade de cepas plactonicas e
biofilmes de enterococcus faecalis isolados de canais radiculares de pacientes com
necessidade de retratamento frente a desafios antimicrobianos

Pesquisador Responsavel: Eduardo Diogo Gurgel Filho

Data de apresentacao ao COETICA: 13/02/06

Registro no COETICA: 06-019
Parecer: APROVADO na data de 21/02/06

<
N

o

Prol. Dr. Haroh}lo Rodrigues de Albuquerque Junior
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da UNIFOR - COETICA
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Anexo V

Meios de cultura, solucoes e reagentes

BHI caldo (Brain Heart Inffusion broth)
BHI

Agua Destilada

Agar sangue de carneiro
BHI 4gar
Agua Destilada

Sangue desfibrinado de carneiro

37g

1000ml

52¢g
1000ml
5ml

99

O pH foi ajustado para 7,4 com NaOHN. Em seguida, apds o resfriamento do meio

a 50 C acrescentou-se sangue desfibrinado de carneiro para uma concentragdo final de 2%.

BHI + glicerol (para estoque das cepas)
BHI
Glicerol

Agua Destilada

Agar Cled
Agar Cled p6

Agua destilada

BHI suplementado para transporte
BHI

Extrato de levadura

Agua destilada

Ap6s fundir, adicionar:

Cisteina hidrocloridrica

37¢g
2%

1000ml

36g

1000ml

37g

5¢
1000ml

0,5g
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Solugdo de rezazurina 4ml

Solugdo de hemina/menadione 10ml

Miieller-Hinton caldo
Agar Miiller-Hinton 38¢g
Agua destilada 1000ml

Ap6s misturar o p6 com o liquido em suas devidas proporg¢des, realizou-se a filtragéo
(Filtro para Seringa Acrodisc GHP) da mistura para que as particulas de agar fossem retidas;

apos esse procedimento realizou-se a esterilizagdo a 121°C por 15 minutos.

D/E caldo neutralizador

D/E caldo neutralizador 34¢g
Polisorbato 80 S5¢g
Agua destilada 1000ml
D/E agar
D/E caldo neutralizador p6 34¢g
Agar bacterioldgico 6,8¢g
Polisorbato 80 S5¢g
Agua destilada 1000ml

Agar Bile-esculina

Composicao:

Caldo de infusao de coragcdo (HIB) 25¢g
Agar 16ml
Cloreto férrico 0,5g
Agua destilada 900ml

Solugdo de esculina 4 1%:

Esculina g
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Agua destilada 100ml

Apds a dissolucdo da esculina realizou-se filtragdo da mistura utilizando filtro

milipore 0,22 um de porosidade.
Preparo do meio:

Pesar o HIB, o agar e o cloreto férrico e adicionar 100ml de dgua destilada. Esterilizar
em autoclave a 121°C por 15 minutos. Deixar esfriar até a temperatura de 50 °C e adicionar 10
ml da solucdo de esculina a 1%, homogeneizar e distribuir em aliquotas de 1,5 ml em tubos de
vidro com tampa rosquedvel de 3x100mm. Deixar solidificar em posi¢@o inclinada, de modo a

obter-se uma superficie de 3 cm de comprimento.

Telurito de potdssio

Composicao:

Agar Mueller-Hinton 3,8¢g

Agua destilada 100ml
Telurito de potéssio (0,4g em 10ml) 1ml ou 0,04¢g

Solugdo Salina

NaCl 970g
Agua Destilada 1000ml

Caldo base para aciicares para Gram-positivs
Os agucares empregados foram: GLICOSE, MANITOL, SORBITOL, ARABINOSE.

- Meio Basico:

Solucdo do Carboidrato a 10% 10ml
Brain Heart Infusion (BHI) 2,5¢
Purpura de Bromocresol 1% 0,1ml

(Pesou-se 1,0g de purpura de bromocresol e dissolveu-se em 50ml de dlcool etilico P.A.; em

seguida adicionou-se mais 50ml de dgua destilada)

Agua destilada 90ml



Caldo para Desaminacdo da Arginina
Composigao:

Peptona

Extrato de Carne

Glicose

Solucdo A (Pirpura de Bromocresol)
Solugdo B (Vermelho Cresol)
Solucdo C (Piridoxina Bg)

Agua Destilada

L-Arginina

L-Ornitina

L-Lisina

pH final

Caldo hipercloretado d 6,5%:
Composicao:

Caldo BHI (BrainHeart Infusion)
Cloreto de sédio

Glicose

Solugdo de purpura de bromocresol a 1,6%

Agua destilada
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2,5¢

6,5g

0,lg.... 0,15¢
0,1ml

100ml

Os meios de cultura e solu¢des foram esterilizados em autoclave a 121°C, com

pressdo de 1 atm por 20 minutos. Vidrarias por 40 minutos. Todo material contaminado foi

esterilizado em autoclave antes do descarte. Métodos diferenciados de esterilizacdo foram

citados no item em questao.
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Anexo VI

Provas Bioquimicas

-Classificacao ao nivel de género:

® Prova da catalase: A prova foi realizada sobre uma lamina de vidro colocando-
se perdxido de hidrogénio (H,O,) a 3% sobre colonias caracteristicas crescidas no agar

sangue, observando-se a auséncia de formacdo de bolhas de gis (prova negativa).

e Prova do caldo hipercloretado a 6,5%: Com o auxilio de alca de platina
coletaram-se colOnias sugestivas de Enterococcus sp, colonias com didmetro entre 3.9 e 4.0,
brilhantes, branco-acinzentadas, ndo aderentes, achatadas, com superficie irregular e hemodlise
varidvel quando cultivado em dgar sangue. (87)e repicou-se para o caldo hipercloretado a 6,5%.
Apo6s 24 horas de incubagdo em estufa a 37°C em aerobiose, havendo crescimento, tal cepa era
considerada pertencente ao género Enterococcus. A prova foi considerada positiva quando houve

mudanga de cor do meio da pirpura para amarelo, confirmando o crescimento bacteriano.

e Prova da bile-esculina: Foi semeado 0,1ml de cultura pura em Agar Esculina
inclinado. Apds incubagdo a 37°C em aerobiose por 24 horas o crescimento e desenvolvimento

de coloracdo negra determinaram a positividade da prova.

e Prova da producdo de pigmento: Pigmentacdo foi observada apds incubacio
overnight em dgar tripticase soja. Se a cepa produzisse pigmento, a cor amarela era observada no

swab de algoddo quando passado sobre as colonias crescidas.

® Prova da producdo de gids: O teste foi considerado negativo quando ndo houve a
formacdo de ar no interior do tubo de Durham, o que significa que ndo houve fermentagdo da

glicose do meio.

e Prova da motilidade em meio SIM: As bactérias eram inoculadas no meio semi-
s6lido (SIM) com agulha bacteriolégica e incubadas por 24 horas a 35°C. Caso houvesse

crescimento apenas no ponto de inoculacdo a cepa era considerada imével.

-Classificacao ao nivel de espécie:

e Prova da fermentacdo de acicares (arabinose, sorbitol e manitol): Foi
adicionado 0,1ml de cultura pura do microrganismo a um meio base para agtcares contendo
arabinose, manitol ou sorbitol a 10% e indicador de pH (pirpura de bromocresol). Incubagio
a 37°C em aerobiose por 48horas. A prova foi considerada positiva quando ocorreu a

mudanga da cor do indicador de pH, de roxo para amarelo.
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® Prova da descarboxilacdo da arginina: Inicialmente, o0 meio muda para amarelo

devido a acidificacio do indicador de pH pela fermentacdo da glicose presente no meio. Se a

arginina € descarboxilada, pela presenca da enzima dihidrolase, um produto final alcalino
reverte o indicador para coloragdo purpura, indicando reagdo positiva.

® Prova da tolerancia ao telurito: A tolerancia ao telurito é determinada em tubo

ou placa contendo meio de Miieller-Hinton com 0,04% de telurito de potassio. O meio €

inoculado com uma cultura nova de Enterococcus sp e incubado a 37 °C por 24 horas. O

resultado positivo € dado pela formacao de coldnias escuras na superficie do meio.
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Anexo VII

Composicao Quimica do dleo essencial da Lippia sidoides

Componentes * Tr® Concentracéo (%)

Timol 23,84 56,67

Carvacrol 29,45 16,73
p-cimeno 9,42 7,13
Timol metil éter 9,61 5,06
Aromadendrene 10,88 2,79
1.8-cineol 23,99 2,39
Gama-elemeno 7,99 2,28
Gama-terpineno 19,75 1,42
a-terpineno 5,76 1,12
-mirceno 5,95 0,86
a-tujeno 30,26 0,78
Octa- 3- ol 7,37 0,51

* Componentes listados em ordem de elui¢do de uma coluna DB-1.

®Tr: Tempo de retengdo (min).
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Apéndice I

Topographical alterations and antimicrobial effect of Lippia sidoides essential oil against

Enterococcus faecalis biofilms.
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Abstract

To evaluate and compare the effects of a topical essential oil-based formulation
(Lippia sidoides) against two strains of Enterococcus faecalis grown as biofilm using an
atomic force microscope the study was done.The E. faecalis biofilms were grown at 8 days on
cellulose nitrate membrane placed on agar medium. The biofilms were immersed in the
Lippia sidoides 0,5% essential oil for 10 minutes. Sterile saline was used as a control. After
the time tested aliquots of the dilution were plated on D/E agar plates and incubated in
conventional atmosphere. Colony-forming units were then calculated. Biofilm topography
changes were evaluated by atomic force microscopy . There was significant alteration on
Enterococcus faecalis biofilm structure after the treatment in comparison with the control .
These results demonstrated topographical alterations of E. faecalis 8-day biofilm and a
statistically significant cells reduction after the treatment with the essential oil-based

formulation of L. sidoides .
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1. Introduction

Several intrinsic characteristics of the genus Enterococcus allow them to grow and
survive in harsh environments and to persist almost everywhere (Murray 1990). Enterococci
are important causes of dental and medical acquired infections. A number of infections caused
by E. faecalis strains have proven to be particularly difficult to treat with current antibiotic
therapies, partly owing to their intrinsic antibiotic resistance, their promiscuity in acquisition
and dissemination of genetically mobile antibiotic resistance elements and their capacity of
growing in a biofilm (O’Toole et al. 2000).

Enterococcus faecalis has gained notoriety as a persistent organism that can
survive as a monoculture in root canals (Spratt et al. 2001). It is also has been suggested that
persistent endodontic and many other infections are often caused by E. faecalis biofilms
(Distel et al. 2002, Mohamed et al. 2004). This group of bacteria has been found in HIV
seropositive periodontitis lesions (Nakou et al. 1997).

A number of laboratory studies have compared the effectiveness of several irrigant
solutions in eliminating E. faecalis grown as biofilm or planktonik suspension phenotype.
E.faecalis has been demonstrated in vitro some resistance to these solutions (sodium
hypochlorite, chlorhexidine, etc) and dressing medication (calcium hydroxide) used in the
endodontic treatment (Abdullah, et al. 2005, Gomes et al. 2001, Lima et al. 2001).

In vitro antimicrobial sensitivity testing revealed subgingival enterococci resistant
to therapeutic levels of penicillin G, tetracycline, clindamycin and metronidazole, Enterococci
may populate periodontal pockets as superinfecting organisms and, in heavily infected
patients, contributing to periodontal breakdown (Rams et al. 1992).

Recently, essential oil derivatives have been investigated more thoroughly as
promising agents for novel dentistry devices preventing skin and oral diseases (Lacoste et al.
1996, Girdo et al. 2003) Unfortunately, information regarding to novel topical formulation
based on essential oil-containing solutions used to control enterococcal infections in dentistry
is almost non existent.

Lippia sidoides Cham. (Family of Verbenaceae), popularly known as “Alecrim-
pimenta”, is a typical shrub commonly grown in the Northeast of Brazil. This species
produces and essential oil (EO) rich in thymol and carvacrol, which has a potent antimicrobial
activity against fungi and bacteria (Lemos et al. 1990). It is one of the widely used substances
in Brazilian traditional medicine, especially by poor local communities in the Northeast of
Brazil for skin cuts, sore throat and for dental caries prevention (Lacoste et al. 1996, Botelho

et al 2006).
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Previous studies have described the larvicidal property of Lippia sidoides essential
oil (LSEO) (Carvalho et al. 2003). Recently, isolated quinones from Lippia sidoides EO have
been described to possess cytotoxic activity (Costa et al. 2001).

In the dental field authors have described a novel approach using Lippia sidoides
essential oil (LSEO) as dental cement (Morais et al. 1996), Popular and scientific evidence
also suggest that the essential oil may be useful for oral hygiene and in the prevention of
dental disorders such as caries and gingivitis ( Fernandes Filho et al. 1998). However, the
LSEO in vitro activity against pathogens grown as biofilm and related to periodontal and
endodontic infections has not been so far reported.

Any treatment that would eliminate or substantially reduce colonization by
Enterococcus faecalis would likely have a strong impact preventing dental disorders (Distel et
al. 2002, Gilbert et al. 1997).

These groups of bacteria are important causes of hospital-acquired infections, and
treatment of infections due to these opportunistic pathogens is becoming increasingly difficult
because of their resistance to multiple antibiotics (Costerton et al. 1999). One of the
mechanisms by which these pathogens have developed to alleviate the influences of harsh
environment is the biofilm mode of living, which plays a critical role in the Enterococcus
faecalis virulence (Carniol & Gilmore 2004).

AFM has emerged as a powerful tool not only to image the surface topography of
biological specimens with nanometer resolution, but also to measure their local structural
changes under physiological conditions (Canetta et al. 2006). It is only recently that this
technique has been employed to investigate the structure of microbial surfaces (Pelling et al.
2005).

The aim of this study was to investigate and to compare the effectiveness of a
novel irrigant solution and/or a dressing medication against a multirresistant E. faecalis
endodontic clinical isolate and E.faecalis reference strain susceptible to all antimicrobials
agents and grown as biofilm. In addition, we studied the ultra structural alterations caused by
LSEO on the Enterococcus faecalis biolfilm by AFM using the biofilm model challenge
against E. faecalis strains related to endodontic infections.

2.Material and methods

Plant material

The leaves of Lippia sidoides were collected in august 2004 at the Medicinal
Plants Garden Prof. Francisco José de Abreu Matos — Fortaleza, Brazil, with the authorization

of Federal University of Ceard Ethical Committee (#551/04). Taxonomic identification of
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plants was performed by botanists of the Prisco Bezerra Herbarium, Department of Biology —

Federal University of Ceard where voucher specimen is deposited (# 25149).
Essential oil extraction and compounds tested

The leaf essential oil was extracted using a modified Clevenger apparatus
(Craveiro et al. 1976) by the hydro-distillation technique. After extraction, the volume of
essential oil obtained in both extractions was measured and the essential oil conditioned in
hermetically sealed glass containers with rubber lids, covered with aluminum foil to protect
the contents from light and kept under refrigeration at 8 °C until used. NaOCl were purchased

from Sigma-Aldrich Chemical Corporation — USA.

Gas Chromatography — Mass Spectrum analysis

The chemical composition of the essential oil was determined at the Technological
Development Center (PADETEC) at the Federal University of Ceard by Gas Chromatography
coupled to mass spectroscopy (GC-MS) using a Hewlett-Packard 5971 GC/MS apparatus
under the following conditions: polydimethylsiloxane DB-1 fused silica capillary column (30
m x 0.25 mm), with film thickness 0.10 pum; the carrier gas was helium (1 ml/min), the
injector temperature was 250°C whilst the detector temperature was 200°C. The column
temperature ranged from 35 to 180°C/min, at 4°C V/min, and then from 180 to 280°C, at 20°C
V/min; mass spectra were obtained by electronic impact 70 eV. The identification of the
constituents was performed by computer-based library search, with retention indices and

visual interpretation of the mass spectra (Craveiro et al. 1984).

Antimicrobial assay

Microbial strains

Two Enterococcus faecalis strains were used in this study: the first one was
isolated from an infected root canal associated with chronic periapical disease and it was
resistant to all antimicrobials tested (except to vancomycin) and named multiAD strain or
multirresistant strain. The second one was a reference Enterococcus faecalis strain (ATCC
29212 / Culti-loops-OXOID) and uniformly susceptible to all the antimicrobials agents.

The multiAD strain was isolated in Brain Heart Infusion blood agar(BHI) plate
and it was identified using conventional biochemical tests and automated identification
(VITEK system). Antimicrobial susceptibility tests were performed by the reference agar

diffusion method recommended by the National Committe for Clinical Laboratory Standards
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(NCCLS, 2003) using Mueller-Hinton agar (DIFCO) and by the VITEK system.
Enterococcus faecalis (ATCC 29212 / Culti-loops-OXOID) was used as the susceptible strain

and for control of the antimicrobial tests.

Determination of minimal inhibitory concentration

A broth dilution method was used to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) (NCCLS, 2000). A serial doubling dilution of LSEO (80-0.625 mg/mL)
and sodium hipochloride (10-0,078 mg/mL) was prepared. The BHI broth (Merck) was
supplemented with DMSO (Merck, Germany) at a concentration of 2% in order to enhance
LSEO sample solubility. Overnight broth cultures were prepared en Brain Heart Infusion
broth (DIFCO) and the final concentration in each well was adjusted to 5 x 10° cfu/ml
following inoculation. Positive and negative growth controls were included in the test. The
tray was incubated aerobically at 35°C. The MIC is defined as the lowest concentration of the
essential oil at which the microorganism tested does not demonstrate visible growth. The

bacteria growth was indicated by the turbidity.

Biofilm susceptibility assay

Single species biofilms of E. faecalis were generated on sterile cellulose nitrate
membrane filters (CNM) (0.2pum pore size, 13mm diameter; Millipore Industria e Comercio
LTDA). The inoculum was prepared in a liquid medium as follow described elsewhere
(Abdullah et al. 2005). A volume of 50 ul of freshly grown bacterial in BHI broth and
adjusted to the turbidity of 6 MacFarland (optical density at 600 - 2.27 nm) was inoculated
onto the membranes placed on BHI agar blood plates (5% defibrinated sheep blood) and
incubated for 24 hours aerobically. The bacterial suspension (50ul) was inoculated onto the
membranes placed on Brain Heart Infusion agar blood plates and incubated aerobically for 8
days. . Each three days the Brain Heart Infusion agar blood plates were changed. After the
incubation time of 8 days membrane filters were removed aseptically from the agar plate and
transferred carefully, so as to avoid the disruption of the biofilm, into Sml of the essential oil
(0.5%) and NaOCl 2.5% and incubated for 10 min. Sterile saline was used as a control group.
After the designated contact time, the membrane filters were then carefully transferred to Sml
of neutralizing broth (D/E Neutralizing Broth, Acumedia Manufactures, Michigan 48912) to
stop the antimicrobial action of the test agent and vortexed for 30s to re-suspend the
organisms. Ten-fold serial dilutions were generated in D/E Broth. Each dilution was plated in
triplicate onto D/E agar plates. The plates were then incubated for 24/48h in aerobiosis at

35°C and colony forming units (CFU) was calculated.
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Biofilm preparation to AFM images.

At first, bofilms were generated and the aspects of its topography were analyzed at
8 days using atomic force microscope. The membranes was placed on BHI agar blood plates
(5% defibrinated sheep blood) and incubated aerobically until the day of the experiment.
Biofilms were generated on sterile cellulose nitrate membrane filters and were handled under
sterile conditions until just prior to imaging. To AFM height data, samples of CNM, CNM in
BHI agar blood plates (CNM-BHI), inoculated CNM in BHI agar blood plates at 8 days
(CB8d), inoculated CNM in BHI agar blood plates at 8 days immerged in sterile saline
solution (CB8d-SS) and LSEO (CB8d-O) for 10 minutes without mechanical agitation were
air-dried for 5 min, cut, and put on steel sample disks covered with double-side adhesive.
Sample surfaces were scanned in air with a Nanoscope Illa Multimode AFM (Digital
Instruments, Santa Barbara, CA, U.S.A.) by tapping mode at a scan of about 0.400 Hz,
resonance frequencies of ca. 200 to 380 kHz, with crystal silicon cantilevers (Digital
Instruments) at spring constant of approximately 40 N/m, and tip radius of 15 nm. The scan
sizes performed were 10 x 10 um. AFM scan controls were property adjusted (sufficient
contact force, and high gains) to avoid tip artifacts during the scanning of the samples. To 3D-
visualization the height data were processed with Nanoscope software (Digital Instruments),
version 5.12 r3.

We used Nanoscope software to calculate the surface roughness for the CNM-
BHI, CB8d, CNM-BHI&d-SS, and CNM-BHI8d-O AFM height data with scan size of 10 x 10
pm. Thirty regions (per sample) were randomly chosen to the determination of the mean
roughness (R,). The R, represents the arithmetic average of the deviations from the center

plane, conform the following relation (Digital Instruments, 2001; Sayles, 1992):

N

Z‘Zi e
_ =l

R, =- N

Where Z,, is Z value of the center plane, and Z; is the current Z value, and N is the

B

number of points within a given area.

Statistical analysis

The microbiology data are presented as the mean: SEM as medians, where
appropriate. Univariate analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's test was used
to compare means and Kruskal Wallis and Mann-Whitney tests were used to compare

medians. A probability value of P <0.05 was considered to indicate significant differences,
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performed with GraphPad. Prisma Version 3.0 software (San Diego, California, USA).
3. Results
Inhibition of E. faecalis 8-day biofilm

The results show that after 10 min the essential oil 0.5% and NaOCl 2.5% EO
produced statistically significant 99.99% reductions of both planktonic strains, compared with
control. Figure 1 shows the susceptibility of 8-day E. faecalis multirresistant and ATCC
strains biofilm to Lipiia sidoides essential oil 0.5% and NaOCl 2.5% over 10min. Lippia
sidoides oil at 0.5% produced statistically significant 99.99% reductions (p<0.0001) in both
ATCC and multirresistant clinical§8-day biofilm compared to the control. L sidoides produced
much smaller reductions in E. faecalis multirresistant 8-day biofilm than in the reference and

antimicrobial susceptible E. faecalis 8-day biofilm.

AFM images

Figures 2 and 3 show 3D AFM height images on CNM, CNM-BHI, CB8d, CB8d-
SS, and CB8d-O performed with scan sizes of 10 x 10 pum. It can be observed the uneven and
porous structure of the cellulose nitrate membrane (CNM) (Fig.1a) and BHI (nutritious
solution) on the CNM-BHI surface (Fig.1b). BHI globular structures around 500 nm sizes
stuck in the CNM formed a complex net organized by the membrane porous structure. The
pores of the membrane are responsible for the diffusion of the nutritious solution to the CNM
superficial regions. After 8 days (CB8d), 3D AFM height images showed bacterial cells
partial and uniformly obscured by the presence of EPS, indicating the presence of a
consolidated biofilm (Fig. 3a). Islands of bacterial aggregates (micro colonies) and valleys
were observed on the surface. Surface projections, presumably exopolysacharide and
significant thickness were seen. The same ones characteristic were observed in the membrane
inoculated after immersion in the sterile solution (CB8d-SS). The saline solution did not have
any effect on the topography of the biofilm grown after 8 days (Fig..3b). In contrast, §-day E.
faecalis biofilm after the essential oil treatment (CB8d-O) showed a cellulose surface with
most of the bacteria attaching to the membrane surface as single cells or diplococcal and
surface projections were not seen (Fig. 3c). The oil treatment removed partial or totally the
EPS of the biofilm surface, without seemingly to damage the bacterial surface (in the
observed scale).

Figure 4 shows R, frequency distributions for CNM-BHI, CB8d, CB8&d-SS, and
CB8d-O. The Shapiro-Wilk test indicated that the sample distributions adjusted conveniently
to a normal at 0.05 level. Mean R, (x SE) to the CNM conditions different were: (224.72 %
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1.11) nm to CNM-BHI, (159.73 + 1.21) nm to CB&d, (157.15 + 1.32) nm to CB8d-SS, and
(97.96 £ 1.70) nm to CB8d-O, as represented in Figure 5. It was performed the ANOVA test
to verify the existence or not of significant differences between mean sample distributions.
After one-way ANOVA, mean values of R, were compared using a post-hoc Tukey test for
equal samples sizes. Mean R, did not vary significantly between the CB8d and CB8d-SS
samples (p=0.05), indicating which the saline solution did not have any effect on the biofilm
roughness after 8 days. Significant differences among the others R, mean values (p<0.05)
were founded. This indicated topographical changes in the CNM-BHI due to presence of a
consolidated biofilm and action of the essential oil.

4. Discussion and conclusions

Enterococci are important inhabitants of the oral cavity specially in periodontal
and endodontic infections (Nakou et al. 1997, Distel, et al. 2002), Biofilm formation is
presumed to play an important role in a number of enterococcal infections (Costerton et al.
1999). While a number of colonization and adhesion factors have been studied, the ability of
Enterococci to effectively colonize the root canals is not well understood. Several studies
have investigated biofilm formation of Enterococci, which is thought to be a multifatorial

event (Carniol & Gilmore 2004).

The Biofilms assays are particularly important since in vitro testing, has
traditionally utilized assays involving bacteria in planktonic form (Addy & Moran 2000). It is
not surprising that test results did not always correlate results in vivo antiplaque trials in
which the formulations were confronted with biofilms. The in vitro biofilm models have been
developed to screen oral antimicrobial formulations in an effort to produce findings more
predictive of clinical activity. Perhaps the clearest demonstration of biofilms effect on
organism's susceptibility to antimicrobial agents could be achieved if the tests were performed

in a microorganism in both planktonic and biofilm form (Fine et al. 2001).

Many different extracts plants have been evaluated over the years with respect to
their antimicrobial effects against oral pathogens and dental disorders. (Didry et al. 1998, Pai
et al. 2004, Yatsuda et al. 2005). Recently an animal study indicated that an Lippia sidoides-
based mouthrinse reduced the severity of gingival inflammation, bacterial plaque and
histological inflammatory infiltrate in dogs (Girao et al. 2003). Other reports have described
the clinical efficacy of LSEO against S.mutans salivary levels after use LSEO mouthrinse.
(Botelho et al 2006).L. sidoides is a plant that grows virtually anywhere in northeastern

Brazil. Due to its low cost, the use of L. sidoides-based essential oil in the prevention and



115
treatment of oral conditions could be of benefit for low socio-economic urban and rural
communities. This formulation may also be advantageous in regions where L. sidoides is a
culturally accepted plant.

The increased resistance conferred by the biofilm form is thought to result from a
number of factors including phenotypic differences in sessile bacteria compared to planktonic,
differential rates of bacterial metabolism at various sites within the biofilm, and matrix

inhibition of diffusion of charged antimicrobial agents, (Gilbert et al. 1997).

The results indicated that L. siodides essential oil 0.5% effectively inhibited the 8-
day multirresistant E. faecalis biofilm and the 8-day susceptiblet E. faecalis biofilm. On the
other hand 8-day E.faecalis ATCC biofilm showed significantly more lost bacterial cells than
8-day multiADbiofilm.

The finding that the antimicrobial formulations killed virtually all the organisms
in planktonic form while having very different activities in killing organisms in biofilm form
provides additional support for employing tests using biofilms to more accurately assess the
relative activities of antiplaque agents in vitro.

Biofilms are bacterial communities attached to a biotic or an abiotic substrate and
encased in an extra cellular matrix of secreted proteins, carbohydrates and/or DNA that
assume phenotypes distinct from those of planktonik cells (Carniol & Gilmore 2004). The
EPS matrix where the cells are embedded is one of the most distinctive features of biofilms
when compared to planktonic populations. This is in large part due to its dynamic nature. The
composition of EPS varies depending upon the organisms present and environmental
conditions. Presumably, under the proper circumstances, cells can and will attempt to
influence their surrounding chemical and physical environment by secreting specific
biological macromolecules. However this environment can also harbor components of abiotic
origin as well as matrix nonspecific biological molecules derived from the lyses of the cells.
The challenge is determining when, why and how a community regulates EPS composition
and the ultimate functional consequence of this behavior (Parsek &, Fuqua 2004). Regardless
of its origin EPS is implicated in many processes such as biocorrosion, antimicrobial
resistance and protection from a variety of environmental stresses and these characteristics are
present at the old biofilms.

In this study, the surface structure of E. faecalis biofilm on CNM-BHI at 35°C was
characterized perfectly by AFM height images and roughness measurements. AFM height
images differentiated qualitatively a membrane without and with biofilm of 8 days, as well as

the surface treated with oil essential at 2.5% after 10 min. Topographical changes were
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quantified by means of roughness measurements. The reduction of 64.99 nm in the R, mean
value of CNM-BHI to CB8d went due to presence of EPS, and bacterial cells on the
membrane surface; and the reduction of 61.77 nm of CB8d to CB8d-O, due to retreat of
partial or total of EPS of the consolidated biofilm surface. It is important to point out that this
last effect was only attributed the action of the oil on surface; since the biofilm of 8 days
treated with saline solution (sterile solution) did not modify its topography.

Theoretically any alteration of biofilm may alter its functioning. It has been said
that the efficacy of any antiseptic mouthwash depends not just on its microbial properties but
also on its ability to penetrate the plaque biofilm. Recent studies have shown that essential oil
mouthwashes kill microorganisms by disrupting their cell walls and by inhibiting their
enzyme activity and that they are capable of penetrating the plaque biofilm (Ouhayoun 2003).
In our work, the LSEO had as action the retreat of EPS and significant reduction of the
bacterial viability, without disrupting of the cellular wall.

In conclusion 0.5% LSEO did change the Enterococcus faecalis biofilm structure
following up to 10 min exposure. These results demonstrated distinct structural conformation
of E. faecalis 8-day biofilm and a statistically significant cells reduction after the treatment

with L. sidoides essential oil.
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Figure Legends:

Figure 1: Susceptibility of 8-day E. faecalis multirresistant and ATCC strains
biofilm to Lippia sidoides essential oil 0.5% and NaOCl 2.5% over 10min.

Figure 2: AFM height images of (a) non-inoculated CNM, and (b) non-inoculated
CNM in BHI agar blood plates (CNM-BHI)

Figure 3: AFM height images of (a) inoculated CNM in BHI agar blood plates at
8 days biofilm (CB8d), (b) CB8d after exposure to 10 min sterile solution, and (¢) CB8d after
exposure to 10 min 2.5% LSEO.

Figure 4: Frequency graphs and fit Gaussian for the R, measurements of surface

samples: (a) CNM-BHI, (b) CB8&d, (c) CB8d-SS, and (d) CB8d-O.

Figure 5: Mean R, of the surface of CNM-BHI, CB8d, CB8d-SS, and CB8d-O

surface. Asterisks indicate that the mean values are not significantly different at 0.05 level.
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ABSTRACT
Biofilms are assemblages of microorganisms and their associated extracellular
products at an interface and typically to an abiotic or biotic surface. The study of biofilm
morphology is important because they are associated with processes of biofouling, corrosion,
catalysis, pollutant transformation, dental caries, drug resistance, etc. Biofilms have been
visualized by atomic force microscopy (AFM), which was proven to be a potent tool to
characterize qualitative and quantitatively the aspects of biofilm/substratum interactions. In
this work, we have used AFM to investigate topographical changes due to the aging process
of Enterococcus faecalis biofilms, which were generated on sterile cellulose nitrate membrane
(CNM) filters in brain heart infusion (BHI) broth agar blood plates, after 24, 36, 72, 192, and
360 hours. AFM height images showed topographic changes with aging, which were used to
characterize several aspects of the bacterial surface such as the presence of extracellular
polymeric substance, and the biofilm age. The mean roughness (R,) was shown to quantify
the general topographic changes in the biofilm surface due to aging, highlighting the AFM
technique power for a quantitative and qualitative non destructive study of the Enterococcus

faecalis biofilm surface.

Keywords: AFM, biofilm, cellulose nitrate membrane, Enterococcus faecalis,

EPS, Mean roughness, topographical behavior.
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INTRODUCTION

A biofilm is a complex aggregation of microorganisms marked by the excretion of
a protective and adhesive matrix, which is composed of excreted polymeric compounds called
EPS (extracellular polymeric substance or exopolysaccharide), that protects the cells within it
and facilitates communication among them through biochemical signals. EPS forms water
channels that help distribute nutrients and signaling molecules. Biofilms are characterized by
surface attachment, structural heterogeneity, genetic diversity, complex community
interactions, and the EPS presence (Allison et al, 2000).

Bacteria have more than one way to make a biofilm. It seems likely that the
particular environmental stimuli (growth media or the substratum, etc) trigger different
developmental pathways, all culminating with the same end point, a mature biofilm (O’ Toole,
2003).

Several studies have focused on the process of biofilm formation of single species.
This process, in general, may be subdivided in the following steps (Fig. 1): (a) initial
adherence to the surface, (b) microcolony formation, (c) maturation of microcolonies into a
biofilm containing the EPS matrix, (d) biofilm growth (Beveridge and Grahan, 1991).

Biofilms were perceived as unstructured accretions of bacterial cells, surrounded
by the cells exopolysacharide matrices for the first decade (1978 to 1990) following the
discovery of their importance and ubiquity. These perceptions were based on flawed
techniques for direct biofilm observation, in that electron microscopy required complete
dehydration of the highly hydrated biofilm matrices, and in that light microscopy was badly
distorted by out-of-focus effects. The confocal laser scanning microscope (CLSM) was
invented in 1950’s, but it was never used to study bacteria because the whole field was fixated
on the planktonic phenotype. CLSM produces optical slices of complex structures, so that out-
of-focus effects hardly happen. It requires no sample preparation, so that living organisms can
be observed if fluorescence is used in order to visualize the cells. The first examination of
living biofilms using CLSM produced a whole series of revelations that are the basis of
current biofilm concepts (Donlan and Costerton, 2002).

Kristich et al. (2004) analyzed by scanning electron microscopy the biofilm
development by an esp-negative E. faecalis strain in the chemostat-based biofilm fermentor
and described the biofilm characteristics in 4, 8, and 24 hours. The results showed that biofilm
formation progresses through each of the following stages: initial attachment of individual
cells (2.4 hours); microcolony formation (2.8 hours); and development into a mature biofilm
with complex architecture containing void spaces, presumably corresponding to water

channels (20 hours).
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Atomic force microscope (AFM) has enabled researchers to visualize the cell
surface architecture from several organisms, including bacteria, yeasts and viruses (Morris et
al, 1999; Camesano et al, 2000; Ahimou, et al, 2002). AFM images are generated by sensing
the force between a sharp tip and sample surface, supplying surface morphological and
physical information in a nondestructive manner (Bustamante and Keller, 1995; Hansma and
Pietrasanta, 1998; Dufréne, 2002). Two main techniques, contact and tapping modes, are
available to AFM imaging of surfaces. Contact measures topography by sliding the probe tip
across the sample surface. The tapping mode measures topography by tapping the surface
with an oscillating tip. Tapping is more used in biologic surfaces because it eliminates shear
forces, which can damage soft samples (Binnig et al., 1986; Jena and Horber, 2002). The
major advantages of the use of AFM are the ability to cover the magnification range of both
optical and electron microscopy, but under natural imaging conditions with minimal sample
preparation, and the production of quantifiable 3D images of the surfaces.

Biofilms have been visualized by AFM, which has been proved to be a potent tool
to characterize, qualitative and quantitatively, several aspects of biofilm/substratum
interactions (Beveridge and Grahan, 1991; Beech et al., 2002; Dufréne, 2004; Parsek and
Fuqua. 2004). Razatos and co-workers (1998) showed that the adhesion force measured by
AFM is affected by the length of core lipopolysaccharide molecules on the E. coli cell
surface. Auerbach and collaborators (2000) studied physical morphology and surface
properties of unsaturated Pseudomonas putida biofilms by AFM, determining roughness and
adhesion forces in the outer and basal cell layers of fresh and desiccated biofilms. Camesano
and Abu-Lail (2002) analyzed the heterogeneity in bacterial surface macromolecules of
Pseudomonas putida KT2442 via single-molecule force spectroscopy (SMFES), using AFM.
Junior and Teschke (2005) monitored the dynamics of the antimicrobial peptide PGLa action
on Escherichia coli through AFM analyses: height images, roughness, and force curves
measurements.

Enterococci are Gram-positive cocci which often occur in pairs (diplococci) and
are difficult to distinguish from Streptococci on physical characteristics alone (Fischetti et al,
2000). They are widespread in nature and can be found in soil, water, food, plants and
animals. Several intrinsic characteristics of the genus Enterococcus allow them to grow
almost everywhere and survive in harsh environments. Important clinical infections caused by
Enterococcus include urinary tract infections, bacteremia, bacterial endocarditis, diverticulitis,
and meningitis (Pelletier,1996). Among the enterococcal species described so far,
Enterococcus faecalis is usually the most frequent in human clinical specimens. A number of

infections caused by E. faecalis strains have been proved to be particularly difficult to treat
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with current antibiotic therapies, partly due to their intrinsic antibiotic resistance, their
promiscuity in acquisition and dissemination of mobile genetic antibiotic resistance elements,
and their capacity of growing in a biofilm (O’Toole et al., 2000, George et al, 2005).

In clinical studies, biofilms have been implicated as etiological agents of chronic
infections. E. faecalis biofilms have been described on dental root canals, urethral catheters
and stents and heart valves (Carniol and Gilmore, 2004; Mohamed et al, 2004).

The purpose of this work was to investigate, by atomic force microscopy, the
topographical changes of Enterococcus faecalis biofilms surface during the aging process
after 24, 36, 72, 192, and 360 hours. Height images, section graphics, and roughness analyses

were performed on biofilms grown in cellulose nitrate membrane.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Sample preparation. Enterococcus faecalis (ATCC 29212 / Culti-loops-OXOID)
was inoculated onto brain heart infusion (BHI) broth from stock at 2-8°C and incubated at
37°C. Biofilms were generated on sterile cellulose nitrate membrane filters (CNM) of 0.22
um pore size, 13 mm diameter size (Millipore), and were handled under sterile conditions
until prior to imaging. The inoculum was prepared in a liquid medium as follow described. A
volume of 50 pl of fresh BHI broth grown bacteria was adjusted to the turbidity of 6
MacFarland (optical density at 600 - 2.27 nm) and inoculated onto the membranes placed on
BHI agar blood plates (5% defibrinated sheep blood). The plates were incubated aerobically
for 24 hours (Abdullah et al., 2005). In order to study the aspects of aging of the biofilm, the
inoculated membrane filters (ICNM) were placed on BHI agar blood plates (5% defibrinated
sheep blood) and incubated aerobically at 24, 36, 72, 192, and 360 hours, and used in the
AFM measurements.

AFM operation. To perform AFM height images, samples of CNM, CNM in
solid agar medium and BHI (CNM-BHI) for 24, 36, 72, 192 and 360 hours (M24, M36, M72,
M192 and M360, respectively) were air-dried for 5 min, cut, and putted on steel sample disks
covered with double-side adhesive. Sample surfaces were scanned in air with a Nanoscope
[Ila Multimode AFM (Digital Instruments, Santa Barbara, CA, U.S.A.) by tapping mode at a
scan of about 0.400 Hz, resonance frequencies of ca. 200 to 380 kHz, with crystal silicon
cantilevers (Digital Instruments) at spring constant of approximately 40 N/m, and tip radius of
15 nm. The scan sizes performed were 30 x 30 um and 10 x 10 pm. AFM scan controls were
properly adjusted (sufficient contact force and high gains) to avoid tip artifacts during the
scanning of the samples. The images were processed with Nanoscope software (Digital

Instruments) version 5.12 r3.
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Section graphics. We have used Nanoscope software to plot section graphics for
the height images with scan size of 30 x 30 um. In the section graphics, a cross-section line
can be drawn across any part of the image, and the vertical profile along that line is displayed
(Digital Instruments, 2001). The z-size image was scaled up to 1500 nm and the sections were
made in the image central region, parallel to the x-axes.

Roughness analysis. We have used Nanoscope software to calculate the surface
roughness for the AFM height data with scan size of 30 x 30 um. Thirty regions (per sample)
were randomly chosen to the determination of the mean roughness (R,). The R, represents the
arithmetic mean of the deviations from the center plane, conform the following relation

(Digital Instruments, 2001; Sayles, 1982):

N
Z‘Zi o Zref

R — =1
a N b

where Z, is Z value of the center plane, and z; is the current z value, and N is the

number of points within a given area.

Statistical analysis. Statistic data analysis was based on the descriptive statistic -
mean value, standard deviation (SD), and standard error (SE); the Shapiro-Wilk test, to
determinate whether or not a random sample of values follows a normal distribution; and
hypotheses test, to verify the existence or not of significant differences between groups
(Lindman, 1974; Lehman, 1975; Mendenhall, 1990). The significance level used was 0.05.
All the statistic treatment was performed using Excel 2002 software.

RESULTS AND DISCUSSION

Figures 2a and 2b depict the AFM images obtained on CNM with two different
resolutions. They show the rough topography formed by projections similar to polipos of
polymer material. The porous and irregular surface of the nitrocelulose membrane is
evidenced in the section graphic (Fig. 2c).

The solution used as culture medium (BHI) may be observed over the CNM-BHI
surface on Figures 3a and 3b in the form of globular structures with average diameter of 500
nm (arrows on Fig. 3b) adhered to the CNM. The section graphic on Figure 3c shows
alterations on the transversal cut of the membrane, due to the presence of BHI. These
alterations can be seen as an enhancement of peak heights on the tranversal cut. BHI has
formed a complex and organized net throughtout the porous structure of the membrane, which
permits diffusion of the nutritive medium to surface regions.

After 24 hours of bacterial growth (M24), several E. faecalis cells covered the

surface of the membrane (Fig. 4a). Spheroid bacteria cells (asterisks on Fig. 4b) in many
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growth stages and the presence of some transversal septa (arrows on Fig. 4b), characteristic of
cell division processes, could be observed. The homogenous and smooth aspect of the
bacterial cells (characteristic of peptideoglycan of Gram-positive bacteria), the clear
distinction of the cell limits, and transversal septa are evidences of the reduced amount of EPS
over the surface, which is likely a consequence of the biofilm formation being at really early
stage, the adhesion phase.

After 36 hours of growth (M36), AFM images of the inoculated membrane (Fig.
5a and 5b) were partially obscure due to presence of EPS uniformly distributed, consolidating
the biofilm formation. Depressions associated to the presence of microcolonies (circle on Fig.
Sa) were also observed. The reduction on the surface roughness (when compared to the one
submitted to 24 h-growth), showed in the section graphic (Fig. 5c) is indicative of a young
biofilm and the little influence of the porosity on the irregularity of the biofilm surface.
Probably this stage corresponds to the maturation of the microcolonies with EPS production.

After 72 hours of growth (M72), it was observed the appearance of an EPS net
(Fig. 6a) that covered cells from earlier stages (< 72 hours). Very few bacteria were observed
at the surface. The presence of channels (arrows on Fig. 6b) and interstitial spaces (plus signs
on Fig. 6b) are evident and clearly seen as part of the biofilm structure. The non obscure
surface and well-defined contours of the few bacteria present on it indicates a low amount (or
absence) of EPS over its cell wall (peptideglycan). This is a characteristic feature of young
cells probably originated from those below the extra cellular net. The section graphic shows
the profile of this biofilm development stage (Fig. 6¢), with increase of the irregularity when
compared to the one with 36 hours growth, due to the interstitial spaces presented by the EPS
net. This phase may represent early stages of biofim growth.

After 192 hours of growth (M192), islands of bacterial aggregates (microcolonies)
and depressions are observed over the surface. Several cells can be seen over the EPS net,
which presents even more visible regions (arrows on Fig. 7a). The aspect of “cotton balls” of
the bacterial cells is accounted for the great amount of extracellular material deposited over
the surface (Fig. 7b). The graphic section (Fig. 7c) shows few differences from the one with
72 hours of growth.

After 360 hours of growth (M360), a highly complex biofilm formed over the
surface (Fig. 8a). Bacterial cells cannot be distinguished, because they are covered by large
quantity of EPS. Spine-like structures can be noticed (Fig. 8b), making difficult to acquire
height data. Irregularity of surface increased substantially when compared to the one with 192
hours growth, as it can be seen in the section graphic (Fig. 8c). At this point, the biofilm is

completely developed and has full potential to grow.



131
Figure 9 shows graphics with the distribution of the mean roughness values
frequency to CNM, CNM-BHI and M24-M360 (experimental groups) with scan size of 30 x
30 um. The mean value and standard deviation (o) of R, are presented at Table 1. Shapiro
Wilk tests resulted in normal distributions for all experimental groups. The ANOVA test
(Turkey pad hoc) was used to verify significant differences among the means. All groups,
except CNM and M72, presented significant differences means. The increase of 65.91 nm on
R, mean value from CNM to CNM-BHI was due to the presence of globules in the growth
solution (BHI); the reduction of 165.77 nm from CNM-BHI to M24, to the presence of
bacterial cells over the surface; the reduction of 11.95 nm from M24 to M36, to the formation
of EPS; the increase of 110.92 from M36 to M72, to the presence of the EPS net, with
interstices and channels; the reduction of 19.74 nm from M72 to M192, to the bacterial
growth above the EPS net and, finally; the increase of 374.31 nm from M192 to M360 was
due to biofilm growth. The statistical equality between CNM and M72 means is not relevant,
since they represent qualitatively different states (with and without bacteria). The alterations
were happened over the nitrocellulose membrane with BHI (CNM) and the modifications
compared to its topography are the ones considered important.
Figure 10 shows the mean R, bar graphic of CNM-BHI and M24-360.
Accordingly, the roughness measurements can be used to characterize unequivocally the
several stages involved in biofilm establishment and its structure:
e 24 hours - Little or non EPS. Cell limits and septa are distinguishable (
roughnesse is determined bacterial disposition over the surface). Adhesion phase;
® 36 hours - Young biofilm consolidated. Bacterial Cells are partially obscured
(little roughness reduction on account of EPS formation).
e 72 hours — EPS net, with few bacteria at the surface (roughness enhancement
caused by great amount of interstitial spaces all over the net);
® 192 hours - Establishment of bacterial microclonies above the EPS net. Cotton
ball-like cells appear in consequence of EPS deposition over their surfaces (roughness
diminishes since the interstices are coated by EPS);
e 360 hours — EPS-rich biofilm, forming sine-like structures. Impossibility to
distinguish bacterial cells (expressive roughness enhancement). Biofilm with full growth

potential.
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CONCLUSIONS

Biofilm investigations are very important in modern medicine, because they may
have high impact over the treatment of infectious diseases through antibiotics. Pathogenic
bacteria rarely exist in the form of pure planktonic cultures. They prevail adhered to surfaces
within a highly complex ecosystem represented by a structured biofilm established inside the
host. Bacterial biofilms can be more resistant to antibiotics than the pure culture (Gilbert et
al., 1997). Thus, any investigation involving clinical infections caused by bacteria should take
into account the formation of biofilm. A complete understanding of biofilms requires a deep
knowledge of their structures and physical properties. In this work, we have discussed the
development of Enterococcus faecalis biofilm using atomic force microscopy as a tool to
characterize its microstructure. We have shown that AFM is a powerful and non destructive
technique to perform qualitative studies (height images), as well as quantitative studies
(roughness measures) on the evolution of the biofilm surface, permitting a distinction between
different development stages and topographic structures. This study opens the possibility of
studying the effect on antibacterial agents over biofilm topography, providing relevant data to
treatment of bacterial infection.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors would like to thank the professors, technicians and students of the,
Laboratories of Microbiology, Atomic Microscopy and Biologically Active Molecules
(BIOMOL-Lab), of the Federal University of Ceara, CE, Brazil, for the physical infra-
structure, technical support and important suggestions for the elaboration of this work. We
would also like to thank the National Council of Research (CNPq) for the financial support.
Benildo S. Cavada and Valder N. Freire are senior investigators of CNPq (Brazil). This work
received partial financial support from CNPq - Rede NanoBioestruturas 555183/2005-0.



133

REFERENCES
Abdullah, M., McClinDent, Yuan-Ling Ng, Gulabivala K, Moles D.M., Spratt D.A. (2005).
Susceptibilities of two Enterococcus faecalis phenotypes to root canal medications. Journal of
Endodontics 31, 30-36.
Ahimou, F., Denis, F.A., Touhami, A., Dufréne, Y.F. (2002). Probing microbial cell surface
charges by atomic force microscopy. Langmuir 18, 9937-9941.
Allison, D. G.; Gilbert, P.; Lappin-Scott, H. M.; and Wilson, M. (eds) (2000). Community
Structure and Co-operation in Biofilms. Cambridge, UK: Cambridge University Press.
Auerbach, I.D., Sorensen, C., Hansma, H.G., Holden, P.A. (2000). Physical Morphology and
Surface properties of unsaturated Pseudomonas putida biofilms. J. Bacteriol. 182, 3809-3815.
Beech, [.B. Smith, J.R., Steele A.A., Penegar, 1., Campbell, S.A. (2002). The use of atomic
force microscopy for studying interactions of bacterial biofilms with surfaces. Coll. Surf.
Biointerfaces 23, 231-247.
Beveridge, T.J., Grahan, L.L. (1991). Surface layers of bacteria. Microbiol. Rev. 55, 684-705.
Binnig, G., Quate, C.F., Gerber, C. (1986). Atomic Force Microscope. Phys. Rev. Lett. 56,
930-933.
Bustamante, C., Keller, D. (1995). Scanning force microscopy in biology. Phys. Today 48,
32-38.
Camesano, T.A., Natan, M.J., Logan, B.E. (2000). Observation of changes in bacterial cell
morphology using tapping mode atomic force microscopy. Langmuir 16, 4563-4572.
Camesano, T.A., Abu-Lail, N.I. (2002). Heterogeneity in bacterial surface polysaccharides,
probed on single-molecule basis. Biomacromolecules 3, 661-667.
Carniol, K., Gilmore, M.S. (2004). Signal transduction, quorum — sensing and extracellular
protease activity in Enterococcus faecalis biofilm formation. J. bacterial 186, 8161-8163.
Casemano, T.A., Natan, M.J., Logan, B.E. (2000). Observation of changes in bacterial cell
morphology using tapping mode atomic force microscopy. Langmuir 16, 4563-4572.
Digital Instruments Veeco Metrology Group. (2001). Command Reference Manual —
Software version 5.12 r3.
Donlan, R.M., Costerton, J.W. (2002). Biofilms: survival mechanisms of clinically relevant
microorganisms. Clin. Microbiol. Rev. 15, 167-193.
Dufréne, Y.F. (2002). Atomic Force Microscopy, a Power Tool in Microbiology. J. Bacteriol.
184, 5205-5213.
Dufréne, Y.F. (2004). Refining our perception of bacterial surfaces with the atomic force

microscope. J. Bacteriol. 186, 3283-3285.



134
Fischetti, V. A.; Novick, R. P.; Ferretti, J. J.; Portnoy, D. A.; Rood, J. L. (editors) (2000).
Gram-Positive Pathogens. ASM Press.
George, S., Kisben, A., Song, K.P. (2005). The role of environmental changes on
monospecies biofilm formation on root canal wall by Enterococcus faecalis. J. Endodon 31,
867-872.
Gilbert, P.J., Das, J., Foley, 1. (1997). Biofilms susceptibility to antimicrobials. Adv. Dent.
Res. 11, 160-167.
Hansma, H.G., Pietrasanta (1998). Atomic force microscopy and others scanning probe
microscopies. Curr. Opin. Chem. Biol. 2, 579-139.
Jena, B.P., Horber, J.K.H. (editors) (2002). Methods in Cell Biology: Atomic Force
Microscopy Cell Biology, Academic Press, California, USA 68.
Junior, A.S., Teschke, O. (2005). Dynamics of the antimicrobial peptide PGLa action on
Escherichia coli monitored by atomic force microscopy. World Journal of Microbiology &
Biotechnology 21, 1103-1110.
Kristich, C.J., Li Yung-Hua, Cvitkovitch, D.G., Dunny, G.M. (2004). Esp-independent
biofilm formation by Enterococcus faecalis. J. Bacteriol. 186, 154-163.
Lehman, E.L. (1975). Nonparametrics: Statistical Methods Bases on Ranks. Holden-Day,
Inc., San Francisco.
Lindman, H.R. (1974). Analysis of Variance in Complex Experimental Designs. W. H.
Freeman Company, San Francisco.
Mendenhall, W., Wackerly, D.D., Scheaffer, R.L. (1990). Mathematical Statistics with
Applications. PWS-Kent Publishing Company, Boston.
Mohamed, J.A., Huang, W., Nallapareddy, S.R., Teng, F., Murray, B.E. (2004). Influence of
origin of isolates, especially endocarditis isolates, and various genes on biofilm formation by
Enterococcus faecalis. Infect. Immun. 72, 3658-3663.
Morris, V.J., Kirby, A.R., Gunning, A.P. (ed.) (1999). Atomic force microscopy for
biologists. Imperial College Press, London, United Kingdom.
O’Toole, G. (2003). To build a biofilm. J. Bacteriol.185, 2687-2689.
O’Toole, G., Kaplan, H.B., Kolter, R. (2000). Biofilm formation as microbial development.
Annu. Rev. Microbiol. 54, 49-79.
Parsek, M.R., Fuqua, C. (2004). Biofilms 2003: emerging themes and challenges in studies of
surface-associated microbial life. J. Bacteriol. 186, 4427-4440.
Pelletier, L.L.Jr. (1996). Microbiology of the Circulatory System. In: Baron's Medical
Microbiology (Barron S et al, eds.), 4th ed., Univ of Texas Medical Branch. (via NCBI
Bookshelf).



135
Razatos, A., Ong, Y., Sharma, M.M., Georgiou, G. (1998). Molecular determinants of
bacterial adhesion monitored by atomic force microscopy. Proc. NBatl. Acad. Sci. USA 95,
11059-11064.
Sayles, R.S. (1982). The profile as a random process: rough surfaces. Longman, London,

England.

Tables

Table 1. Mean value and standard deviation (o) of R, to CNM, CNM-BHI, and M24-360
surfaces. Scan size of 30 x 30 um and height scale of 2000 nm.
CNM CNM-BHI M24 M36 M72 M192 M360

Mean R, 188.77 254.68 88.23 76.28 186.57 166.83 541.14
o 4.24 6.57 5.63 9.99 10.38 10.41 35.60

Figure legends

Figure 1. Schematics of biofilm formation over a solid substrate.

Figure 2. AFM images of CNM samples with scanning of 30 x 30 um (a) and 10 x 10 um (b).
The section graphic in (c) shows a transversal cut of 30 um on the membrane. Height scale:
1408 nm (a), 1324 nm (b) and 1500 nm (c).

Figure 3. AFM images of CNM-BHI samples with scanning of 30 x 30 pum (a) and 10 x 10
pum (b). The arrows in (b) indicate globular structures deriving from culture media. The
section graphic in (c) shows alteration of the membrane topography due to the presence of
BHI. Height scale: 1687 nm (a), 1457 nm (b) and 1500 nm (c).

Figure 4. AFM images of M24 samples with scanning of 30 x 30 um (a) and 10 x 10 um (b).
The asterisks in (b) indicate bacterial cells, while the arrows point to transversal septa. The
section graphic in (c) shows the alteration of the membrane topography on account of the
presence of bacterial cells. Height scale: 837.7 nm (a), 510.9 nm (b) and 1500 nm (c).

Figura 5. AFM images of M36 samples with scanning of 30 x 30 um (a) and 10 x 10 um (b).
A circle in (a) indicates the presence of a microcolony. The section graphic in (c) show a clear
reduction of the roughness of the surface. Height scale: 900.2 nm (a), 461.9 nm (b) and 1500

nm.

Figure 6. AFM images of M72 samples with scanning of 30 x 30 um (a) and 10 x 10 um (b).

The asterisks, arrows and plus sign (b) indicate young bacterial cells, channels and interstitial
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spaces in the EPS net, respectively. The section graphic in (c), indicates this surface profile.

Height scale: 2585 nm (a), 1416 nm (b) and 1500 nm (c).

Figure 7. AFM images of M192 samples with scanning of 30 x 30 um (a) and 10 x 10 um
(b). The circle in (a) indicates the presence of one of the microcolonies “islands” present in
the surface and the arrows, the presence of some EPS net interstitials. The surface profile is

shown in the section graphic (c). Height scale: 2268 nm (a), 1234.3 nm (b) and 1500 (c).

Figure 8. AFM images of M360 samples with scanning of 30 x 30 um (a) and 10 x 10 um
(b). The arrows in (b) indicate the presence of some spine-like in the surface. The section
graphic in (c) shows a significant increase of the surface irregularity. Height scale: 5159.6 nm
(a), 2732.8 nm (b) and 1500 nm.

Figure 9. Frequency graphics of R, values from the surfaces of CNM (a), CNM-BHI (b),
M24 (c), M36 (d), M72 (e), M192 (f) and M360 (g) membrane samples.

Figure 10. Mean value of R, (+ SE) from the surface of CNM-BHI and M24-M360 membrane
samples. The roughness measures distinguished the different alterations in the surface
topography of nitrocellulose membrane: BHI globular structures adhesion (a); bacterial
adhesion (b); EPS formation (c); EPS net (d); bacterial growth over EPS net (e); and biofilm
growth (f).



137
Figures

Figure 1

Adesion EMicrocolonyiMicrocolonyi Biofilm growth
iformation imaturation

Microcolony EPS

Bacterium \ )\ i
D
L 9%, LN,

Solid substratum %

Figure 2

nm

al a9 il s WA A MJ\ Y
R T VARICAS A

0

-1500
!

Hm

(c)



138
Figure 3

1500
L

0

-1500
L

pm

(c)
Figure 4

pm pm
(a) (b)
nm
24
a
o NN,
P R g
0 10.0 20.0 30.0
um
(c)

Figure 5



139

Hm

(b)

005T

0

0081~

30.0

20.0

10.0

pm

(c)

30.0

pm

(b)

nim

T AN AL

ANA)

T
00$T-

30.0

20.0

10.0

pm

(c)

Figure 7



140

0

1500
L

PAVEAY

Figure 8

-1500
L

M . 4%
AR ARV I vy EREVVER

0 10,0 20,0 30.0

pm

(c)

1500

0

-1500

Ky
20:0 30.0



141

Figure 9
20 a5 20
30/ - -
g & 25] £15 - -
=20 >20 [ )
g o | 2 10
§1° § 15 S
g 10 - & 10 = g 5
Q E E
e 5 ‘ _— L 5 - | .
0 ] | 0 ] | 0Ll— v e g 1
175 180 185 190 195 200 205 230 240 250 260 270 75 80 85 90 95 100 105
Ra (nm) Ra (nm) Ra (nm)
(a) (b) (c)
254 5 25
] - — 20 -
g% | <15 S B
= 151 > =15 o
€ §1° | E 10
g 10 =] 3
o = o 5 o
g s : g s .
“ ,L_HN OO 0 |RIRINININE oL HNNNNSEEN
50 60 70 80 90 100 110 160 170 180 190 200 210 140 150 160 170 180 190 200
Ra (nm) Ra (nm) Ra (nm)
(d) (e) (f)
30
= 251
= 204
e
§ 151
o 104 — _
o
w 5 . (
450 500 550 600 650
Ra (nm)
(9)
Figure 10
500 - i
400 4
E
)
~ 3004 (a)
14 —
5 (d)
$ 200- - (e
= L T
(b) (c) -
100 - _
= ==
0

CNM-BHI M24 M36 M72 M192 M360



