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RESUMO 

O insucesso do tratamento endodôntico pode ser causado por falhas nas 

etapas do tratamento, tanto na instrumentação quanto na utilização não eficiente de 

substâncias irrigadoras auxiliares para a desinfecção dos canais radiculares. Além disso 

a complexa anatomia radicular e a falha no selamento coronário, ocasionando a 

penetração de microrganismos via microinfiltração desses canais, também podem ser 

considerados importantes fatores etiológicos. No insucesso, predominam bactérias 

Gram-positivas, sendo o Enterococcus faecalis frequentemente associado à infecção 

secundária/persistente. Além da alta prevalência da E. faecalis no insucesso, a presença 

de fatores de virulência nessa bactéria reforça a importância de seu estudo. Os objetivos 

desta pesquisa foram: a) confirmar se as cepas isoladas eram Enterococcus faecalis por 

PCR; b) verificar a presença dos genes de virulência: produção de gelatinase (gelE), 

proteína de superfície (esp), adesina de ligação ao colágeno (ace), ativador da citolisina 

(cylA) e antígeno A de E. faecalis (efaA), por meio de PCR. Foram utilizadas 25 cepas de 

E. faecalis previamente coletadas e isoladas pelo método de cultura utilizando meio 

seletivo para m-Enterococcus. A sua identificação também foi confirmada pelo método 

de PCR com primers específicos para essa espécie. O DNA das cepas identificadas de 

E. faecalis foram utilizados novamente para a identificação de genes de virulência (gelE, 

esp, ace e efaA), por meio de PCR e leitura por eletroforese em gel de agarose a 1%. O 

gene de virulência efaA dos isolados de E. faecalis foi detectado em 100% das cepas, 

enquanto o gelE estava presente em 84%, o ace em 68% e o esp em 56%. Conclui-se 

que as cepas apresentaram diferentes padrões de detecção dos genes de virulência, 

estando cada um deles presente em pelo menos metade dos isolados, o que revela a 

importância desta bactéria na patogênese e persistência da infecção endodôntica pós-

tratamento.  

Palavras-Chave: Endodontia. Microbiologia. Genes de virulência. PCR.   

  



ABSTRACT 

The apical periodontitis post endodontic treatment can be caused by failures in 

the treatment stages, as in the instrumentation, in the inefficient use of auxiliary irrigating 

and in the failure in coronary sealing. Without success, Gram-positive bacteria 

predominate, with Enterococcus faecalis being frequently associated with secondary/ 

persistent infection. In addition to the high prevalence of E. faecalis in failure, the presence 

of virulence factors in this specie reinforces the importance of its study. The objectives of 

this research were: a) to confirm if isolated strains are of Enterococcus faecalis by PCR; 

b) to verify the presence of the virulence genes: gelatinase production (gelE), surface 

protein (esp), collagen binding adhesin (ace), cytolysin activator (cylA) and E. faecalis 

antigen A (efaA), by means of PCR, in these strains. Were used samples of 25 strains of 

E. faecalis previously collected and isolated by culture method using m-Enterococcus 

selective medium and also confirmed using the PCR method with specific primers for this 

specie. The DNA of strains of confirmed E. faecalis, were used again for the identification 

of virulence genes (gelE, esp, ace and efaA), by means of PCR and reading by 

electrophoresis in 1% agarose gel. The virulence gene efaA of E. faecalis isolates was 

detected in 100% of the strains, while, gelE were present in 84%, ace in 68%, and esp in 

56%. In conclusion, the strains showed different patterns for virulence gene detection, 

being each of them present in at last half of the isolates, which reveals the importance this 

bacterium in the pathogenesis and persistence of post-treatment endodontic infection. 

Key words: Endodontics. Microbiology. Virulence genes. PCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

Infecções endodônticas são divididas em primárias ou secundárias/ 

persistentes, as alterações ambientais e de tempo decorrido desde o início da infecção 

influenciam a composição da microbiota no canal radicular. As infecções que apresentam 

maior carga e diversidade bacteriana são as infecções primárias, indicam a maioria dos 

autores.  A infecção primária ocorre ao mesmo tempo á necrose do tecido pulpar, são 

consideradas polimicrobianas, dominadas por bactérias anaeróbias Gram-negativas e 

Gram-positivas, sendo estas facilmente eliminadas por uma instrumentação correta dos 

canais radiculares (Bo-Young Hong et al., 2013; Martinho et al., 2014; Tzanetakis et al., 

2015; Nóbrega et al., 2016).  

Já as infecções secundárias/persistentes, representam o insucesso do 

tratamento endodôntico anterior e revelam uma microbiota característica diferente, tanto 

quantitativa quanto qualitativamente. O insucesso do tratamento endodôntico pode ser 

causado por algumas falhas nas etapas do tratamento, tanto na instrumentação quanto 

na utilização não eficiente de substâncias irrigadoras auxiliares para a desinfecção dos 

canais radiculares, Além disso a complexa anatomia radicular e a falha no selamento 

coronário, ocasionando a penetração de microrganismos via microinfiltração desses 

canais, também podem ser considerados importantes fatores etiológicos (Sundqvist e 

Figdor, 1998; Nair, 2004; Gomes et al., 2008; Siqueira et al., 2014; Tzanetakis et al., 

2015). 

No insucesso, predominam determinadas bactérias Gram-positivas (estritos 

ou facultativos), com capacidade de sobreviverem a insuficiência de nutrientes e 

adaptarem-se a condições ambientais inóspitas, visto que são canais radiculares que já 

passaram por tratamento endodôntico prévio. Os microrganismos mais prevalentes são: 

Enterococcus faecalis, Streptococcus spp., Actinomyces spp. e Aerococcus spp., 

Staphylococcus spp., Gamella spp. (Gomes et al., 2008; Rôças et al., 2008; Barbosa-

Ribeiro et al., 2016a). 

Enterococcus faecalis são bactérias que habitam o trato gastrointestinal de 

seres humanos e animais, estão presentes no solo, na água, em plantas e em produtos 
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alimentares (Medeiros et al., 2013). Esta espécie também é frequentemente associada 

às infecções secundárias/persistentes, sendo amplamente estudada em trabalhos 

relacionados ao insucesso endodôntico (Gomes et al., 1996; Barbosa-Ribeiro et al., 

2016ab; Delboni et al., 2017, Siqueira et al., 2007).  

Além da alta prevalência da E. faecalis no insucesso, a presença de fatores 

de virulência nessa bactéria reforça a importância de seu estudo. Tais fatores podem 

facilitar a aderência nas paredes dos canais radiculares e superfícies, dificultando sua 

remoção mesmo após a instrumentação; podem igualmente causar danos de variadas 

formas ao hospedeiro estimulando uma resposta exacerbada dos tecidos periapicais 

(Kayaoglu e Ørstavik, 2004; Siqueira e Rôças, 2007). Segundo Medeiro et al. (2013) e 

Ribeiro-Barbosa (2016b) vários genes de virulência podem ser detectados em cepas de 

E. faecalis, entre eles encontramos: o gene que codifica a proteína de superfície 

extracelular (esp), que é associada à parede celular e serve como adesina para a 

colonização do tecido do hospedeiro patogênico; o (ace) que fornece instruções para 

fazer a enzima de conversão de angiotensina e media a associação de bactérias a 

proteína da matriz de células hospedeiras, como colágeno I e IV e laminina; a substância 

de agregação (asa) que é necessária para o contato entre as células durante a 

conjugação e para a adesão a células eucarióticas; a gelatinase (gelE) que é uma 

metaloproteinase de zinco, que hidrolisa a gelatina, caseína, hemoglobina e outros 

compostos bioativos.   

Uma ferramenta para a investigação tanto da presença de bactérias, como o 

E. faecalis, assim como de seus genes de virulência como, gelE, esp, ace, cylA, é a 

reação em cadeia de polimerase (PCR). O PCR é um método molecular de identificação 

amplamente utilizado em pesquisas onde o DNA é investigado e pode esclarecer muitas 

características da biologia celular de cada microrganismo. Trabalhos como os de Sedgley 

et al. (2005), Zhu et al. (2010), Medeiros et al. (2013) e Barbosa-Ribeiro et al. (2016) 

pesquisaram a presença de espécies específicas e de genes de virulência em infecções 

endodônticas por tal técnica molecular.  

Considerando a alta prevalência de E. faecalis e a importância dos seus genes 

de virulência na patogênese e persistência da infecção endodôntica pós-tratamento, esse 
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trabalho visou investigar, por meio do PCR, a presença dos genes de virulência gelE, 

esp, ace, cylA e efaA nas cepas isoladas de casos de insucesso do tratamento 

endodôntico.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Insucesso Endodôntico 

O tratamento endodôntico é realizado para manter o dente em função na 

cavidade oral. Mesmo com tantas tecnologias na área da endodontia o insucesso 

endodôntico pode vir a aparecer, seja por falta de uma instrumentação efetiva, deixando 

assim bactérias remanescentes no canal; seja por falta de uma irrigação também efetiva; 

uma obturação de baixa qualidade; ou a extensão excessiva ou insuficiente do selamento 

marginal, podendo causar microinfiltração marginal e contaminação dos canais 

(Tabassum & Khan 2016). 

O preparo biomecânico nos tratamentos endodônticos tem por objetivo 

principal a eliminação ou redução de bactérias no interior dos canais radiculares, quando 

ocorrem falhas durante o procedimento podem surgir lesões periapicais pós-tratamento, 

ou seja, o insucesso do tratamento endodôntico. Podendo este ser caracterizado pela 

permanência de microrganismos ou pela recontaminação do sistema de canais 

radiculares. (Siqueira & Rôças, 2008; Siqueira et al., 2014, Francisco 2017). 

Existem estudos que usam diferentes métodos para detecção de falhas em 

tratamentos endodônticos, estes detectaram que outros fatores, além dos que já foram 

citados, podem contribuir para o insucesso, como a anatomia interna, trincas apicais, 

fenestração apical e iatrogênias (Qian et al., 2015). 

O insucesso pode ser resultado de uma terapia anterior mal conduzida. Os 

problemas mais comuns que podem levar ao insucesso endodôntico são: controle 

asséptico inadequado, abertura coronária mal delineada, canais endodônticos não 

detectados, anatomia radicular que foge a normalidade, instrumentação insuficiente e 

infiltração advindas de restaurações temporárias e permanentes (Sundqvist & Figdor, 

1998, Francisco 2017). 

Siqueira e colaboradores (2014) verificaram em uma revisão da literatura, que 

teve como um de seus objetivos estudar as causas do insucesso, que a periodontite pós-
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tratamento também pode ser observada em alguns casos de dentes aparentemente bem 

tratados e seguindo protocolos delineados, isto devido a questões da complexa anatomia 

radicular, ocorrendo em 5-15% dos casos com lesão periapical pré-operatória. 

2.1.1 Enterococcus faecalis 

A espécie Enterococcus faecalis tem grande importância na endodontia, pois 

está presente na grande maioria dos canais com insucesso endodôntico. Sendo assim 

sua eliminação contribui grandemente para o sucesso do tratamento (Sundqvist et al., 

1998; Rôças et al., 2004; Siqueira & Roças, 2004; Willians et al., 2006; Ozbek et al., 

2009a; Subramanian e Mickel, 2009; Castilho et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2016). 

É uma bactéria Gram-positiva, anaeróbica facultativa, capaz de suportar e sobreviver em 

condições extremas como falta de O2, temperatura e pH dentro de canais radiculares 

(Gomes et al., 2008; Baik et al., 2011; Lee & Baek 2012). 

Enterococcus faecalis geralmente sobrevivem a condições extremas, 

demonstrando resistência aos tratamentos que são utilizados para eliminá-las. Essa 

patogenicidade varia de acordo com a doença a qual eles estão relacionados, no caso 

de infecções de canais obturados com periodontite crônica, não há risco de vida ao 

paciente, porém, não há diminuição da virulência do patógeno (Ozbek etal., 2009). 

2.1.2 Genes de Virulência 

Os genes de virulência estão ligados às bactérias, e contribuem para a 

patogenicidade, cada um tem sua característica ou mesmo um pode conter várias 

características embutidas, como coagregar e formar biofilmes intracanais. Além de ter 

suas funções metabólicas os genes de virulência têm a capacidade de gerar danos ao 

tecido do hospedeiro. Eles atuam em combinação com vários estágios da infecção, um 

único gene, por exemplo, pode conter várias funções em diferentes estágios da doença 

endodôntica (agregação, invasão, sobrevivência e dano) (Siqueira & Rôças, 2007). 

Esses genes contribuem para a patogênese do enterococco através da 

mediação da adesão e colonização ajudando o patógeno invadir os tecidos do hospedeiro 
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causando injúrias, este microrganismo interfere também na produção de enzimas tóxicas 

que realçam a gravidade da infecção (Strateva et al., 2016) 

2.1.3 Genes de Virulência estudados 

A gelatinase (gelE) é uma metaloproteinase hidrofóbica com capacidade de 

clivar insulina, caseína, hemoglobina, colágeno, gelatina e fibrina. Sendo assim 

responsável pela reabsorção óssea, quando é inibida a gelatinase causa uma diminuição 

do processo de reabsorção óssea (Kayaoglu & Ørstavik 2004, Barbosa-Ribeiro et al., 

2016).  

O esp é a proteína de superfície responsável em causar adesão de biofilme 

nas paredes dos canais radiculares (Top et al., 2013). Essa proteína é codificada pelo 

gene esp e pode estar envolvida na colonização e resistência de E. faecalis durante 

infecções (Shankar et al., 2001, Barbosa-Ribeiro et al., 2016). É provável que o gene 

enterococcal esp, medie a interação primária do patógeno com as superfícies do 

hospedeiro durante a formação do biofilme (Barbosa-Ribeiro et al., 2016) 

O ace é a adesina de ligação ao colágeno de E.faecalis que é responsável por 

causar também a adesão de biofilme nas paredes dos canais radiculares. Esta 

característica de formação de biofilme causada pelas cepas esp e ace, pode ser 

observada em dois estudos anteriores (Shujun Ran et al., 2013, Barbosa-Ribeiro et al., 

2016).  

Em ambientes hospitalares E. faecalis se liga a superfícies abióticas, o que 

contribui para uma maior prevalência de genes que codificam fatores de virulência que 

se envolvem na formação de biofilme, como esp e ace (Strateva et al., 2016).  

Já o efaA, é o antígeno da endocardite bacteriana, apresentando um sério 

risco a saúde do paciente, caso não retirado dos canais radiculares durante o tratamento 

endodôntico. A presença do efaA relacionada a endocardite bacteriana também foi 

encontrada em outros estudos que relataram uma grande quantidade das cepas de efaA 
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em pessoas com endocardite bacteriana (Kayaoglu & Ørstavik 2004, Barbosa-Ribeiro et 

al., 2016). 

O cylA pode induzir dano tecidual por meio da lise dos eritrócitos e destruição 

das células do hospedeiro. Na literatura observou-se que 36% das cepas endodônticas 

de E. faecalis são capazes de produzir hemolisina (Sedgley et al., 2005, Barbosa-Ribeiro 

et al., 2016). 

 Diante do que foi exposto, faz-se necessário mais estudos que buscam 

investigar a presença de E. faecalis e de seus genes de virulência nas infecções 

endodônticas, principalmente nos casos de insucesso.  
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3 PROPOSIÇÃO 

Diante disto, são objetivos desta pesquisa:  

a) Confirmar se as cepas isoladas são de Enterococcus faecalis, por meio de 

PCR, com um primer específico para essa espécie;  

b) Verificar a presença dos genes de virulência gelE, esp, ace, cylA e efaA por 

meio do PCR, nas cepas que foram previamente confirmadas como E. faecalis.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

Nesse estudo foram utilizadas amostras de 25 cepas de Enterococcus faecalis 

previamente coletadas e armazenados em freezer de -80o, por alunos do programa de 

Pós-graduação em odontologia, área de concentração de Endodontia, durante o 

retratamento do canal radicular. 

Os tubos tipo eppendorfs contendo estas amostras foram descongelados em 

temperatura ambiente, agitados por 60s e alíquotas de 50 μL de cada uma destas cepas 

foram inoculadas em placas de petri contendo o meio de cultura seletivo para o cultivo 

de E. faecalis, Ágar m-Enterococcus – incubadas em 10% CO2, a 37oC, por 2 dias. Após 

o crescimento das colônias de bactérias, as mesmas foram novamente isoladas para 

garantir que apenas uma cepa de cada amostra foi selecionada. 

4.1 Autorização para a realização da pesquisa  

A pesquisa foi autorizada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP) sob o protocolo 119/2015. 

4.2 Confirmação de Enterococcus faecalis isolados através de técnicas 

moleculares (n=20) 

Um total de 25 colônias de E. faecalis, previamente isoladas pelo método de 

cultura utilizando meio seletivo m-Enteroroccus foram também identificadas através de 

métodos moleculares utilizando primers de E. faecalis. 

4.2.1 Extração do DNA, reação de PCR utilizando primers de identificação e 

eletroforese 

De cada colônia previamente isolada, foi realizada cultura por 24h e em 

seguida o DNA foi extraído utilizando o Qiamp DNA Mini Kit (Quiagen, Hilden, Germany) 

de acordo com as instruções do fabricante, descritas a seguir: 1. Adicionar 500 μl de 

solução AE (Elution Buffer) em cada microtubo contendo as amostras de E. faecalis, 2. 
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Centrifugar a 8000 rpm por 5 minutos, 3. Remover o sobrenadante, 4. Adicionar 180μl de 

ATL (Tissue Lysis Buffer) e 20μL de proteinase K, 5. Incubar a 56°C por 30 minutos, 6. 

Adicionar 200μL de AL (Lysis Buffer) e novamente incubar a 70°C por 10 minutos, 7. 

Adicionar 200μL de etanol 100% e transferir todo volume para tubos com filtro (QL Amp 

Mini Spin Collum), 8. Centrifugar os tubos a 8000 rpm por 1 minuto, 9. Transferir o filtro 

para outro tubo vazio do kit, 10. Adicionar 500μl de AW1 (Wash Buffer 1), 11. Novamente 

centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto, 12. Realizar o mesmo processo para a adição de 

500μl de AW2 (Wash Buffet 2), 13. Centrifugar a 13000 rpm por 3 minutos, 14. Transferir 

os filtros para eppendorfs de 1,5 mL com tampa, 15. Adicionar 100μL de solução AE 

(Elution Buffer), 16. Aguardar 3 minutos para nova centrifugação a 8000 rpm por 1 minuto 

e 17. A solução com o DNA das amostras foi conservada em freezer - 20°C para posterior 

processamento. 

4.2.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Alíquotas de 1,5 μL do DNA extraído (aproximadamente 75 ng) das amostras 

com as cepas já isoladas foram amplificadas utilizando um par de primers específicos 

para Enterococcus faecalis (5´ CCG AGT GCT TGC ACT CAA TTG G 3´ e 5´CTC TTA 

TGC CAT GCG GCA TAA AC3´, 138pb). As reações de PCR utilizadas nesse estudo 

foram adaptadas de Sedgley et al. (2005). Essas reações foram realizadas em um volume 

total de 25 μL, contendo: 0,25 μL de cada primer (100μM), 2,5 μL da solução tampão 

(10X Taq buffer, Invitrogen, Brasil), 2 mM de (1,25μL) de MgCl2, 0,2 mM (0,5μL) de cada 

dNTPs (Invitrogen), 0,125μL (DNA polymerase platinum taq (5 U/μL, Invitrogen), 18,6 μL 

de água Mili-Q. 

Foi utilizado um aparelho de termociclagem Biocycler (Biometra, Gottingen, 

Alemanha) para a amplificação do DNA, seguindo os protocolos de temperatura descritos 

abaixo, de acordo com o artigo de Sedgley et al. (2005):  95oC por 2 minutos (temperatura 

inicial de desnaturação), 36 ciclos: 95oC por 1 minuto, 57oC por 1 minuto (anelamento), 

72oC por 1 minuto, 72oC por 7 minutos (extensão final) 

Os produtos das reações de PCR foram analisados por eletroforese em um 

gel de agarose a 1,5%, corados com EZ-Vision DNA Dye (Amresco, Solon, OH, USA) 
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adicionados diretamente no gel, e visualizados sob luz ultravioleta (UV). As reações foram 

consideradas positivas na presença de bandas de tamanho molecular apropriado. 

4.3 Investigação dos fatores de virulência de Enterococcus faecalis através 

de técnicas moleculares 

Após a seleção por PCR, apenas as amostras positivas para a espécie de E. 

faecalis foram utilizadas para o estudo dos determinantes virulentos. Desta maneira, 

foram estudadas 25 cepas de E. faecalis isoladas. 

4.3.1 Extração do DNA, reação de PCR utilizando primers dos genes de virulência 

e eletroforese 

O DNA das cepas de E. faecalis confirmadas, extraídos na etapa 3.1.1 desse 

estudo, foram novamente utilizadas para a identificação dos genes de virulência. Os 

genes de virulência pesquisados foram: gelE (produção de gelatinase), esp (proteína de 

superfície), ace (adesina de ligação ao colágeno), cylA (ativador da citolisina) e efaA 

(antígeno A de E. faecalis). 

Foram utilizadas alíquotas de 1,5 μL do DNA extraído (aproximadamente 75 

ng) de cada amostra clínica. Essas reações foram realizadas em um volume total de 25 

μL, contendo: 0,25 μL de cada primer (100μM), 2,5 μL da solução tampão (10X Taq 

buffer, Invitrogen, Brasil), 2 mM de (1,25μL) de MgCl2, 0,2 mM (0,5μL) de cada NTPs 

(Invitrogen), 0,125μL DNA polymerase platinum taq (5 U/μl, Invitrogen), 18,6 μl água Mili-

Q. 

Os primers específicos e o comprimento do fragmento amplificado dos genes 

relacionado aos fatores de virulência (número de bases pares – bp) estão citados na 

Tabela 1. E.faecalis JH2-2 e MMH594 foram utilizados como controles positivos.  
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Tabela 1 - Pares de primers utilizados nas reações de PCR para 

detecção de genes de virulência em cepas de E. faecalis previamente 

isoladas. 

Genes 

 
Pares de primers (5’-3’) 

Comprimento do 

fragmento amplificado 

em pares de base (pb) 

gelE 
ACCCCGTATCATTGGTTT 

ACGCATTGCTTTTCCATC 
405 

esp 
TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 

GCGTCAACACTTGCATTGCCGA 
932 

ace 
GGAATGACCGAGAACGATGGC 

GCTTGATGTTGGCCTGCTTCCG 
616 

cylA 
GACTCGGGGATTGATAGGC 

GCTGCTAAAGCTGCGCTTAC 
688 

efaA 
GCCAATTGGGACAGACCCTC  

CGCCTTCTGTTCCTTCTTTGGC 
688 

Fonte: Sedgley et al. (2005) 

 

Foi utilizado um aparelho de termociclagem Biocycler (Biometra, Gottingen, 

Alemanha) para a amplificação do DNA, seguindo o protocolo de temperatura descrito 

por Sedgley et al. (2005), a seguir: 95 oC por 2 minutos (temperatura inicial de 

desnaturação), 35 ciclos: 94 oC por 20s, 58 oC por 45s (anelamento), 72 oC por 1 minuto, 

72 oC por 2 minutos (extensão final) 

Os produtos das reações de PCR foram analisados por eletroforese em um 

gel de agarose a 1,5% corados com EZ-Vision DNA Dye (Amresco, Solon, OH, USA) 

adicionados diretamente no gel, e visualizados sob luz ultravioleta (UV). As reações foram 

consideradas positivas na presença de bandas de tamanho molecular apropriado. Foram 

utilizados marcadores moleculares de 100 pb (pares de base) ou 1 kb (kilobase).  
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4.4 Análise estatística 

Os dados coletados foram introduzidos numa planilha de cálculo e 

estatisticamente analisados usando SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, ILL, USA). 

A estatística descritiva foi aplicada e a frequência absoluta e a relativa foram calculadas.  
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5 RESULTADOS  

Por meio da técnica molecular de PCR, 25 cepas previamente isoladas (Figura 

1) foram confirmadas como sendo da espécie Enterococcus faecalis.  

  

Figura 1 – E. faecalis isolado de casos de insucesso 

do tratamento endodôntico e plaqueado 

em meio de cultura.   

 

Os genes de virulência efaA e cylA dos isolados de E. faecalis foram 

detectados em 100% (25/25) das cepas, enquanto o gelE estava presente em 84% 

(21/25), o ace em 68% (17/25) e o esp em 56% (14/25). Os resultados encontrados estão 

listados na tabela 2.  
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Tabela 2. Prevalência de genes de virulência de E. faecalis 

relacionados ao insucesso do tratamento endodôntico pela 

técnica de PCR.  

Cepas ace esp gelE efaA cylA 

1 - - - + + 

2 - - + + + 

3 + - + + + 

4 + - + + + 

5 + - + + + 

6 + + + + + 

7 + + + + + 

8 + + + + + 

9 + + + + + 

10 - + + + + 

11 + - + + + 

12 - - - + + 

13 - + - + + 

14 + - + + + 

15 + - + + + 

16 + + + + + 

17 - - - + + 

18 + + + + + 

19 + + + + + 

20 - + + + + 

21 + - + + + 

22 + + + + + 

23 + + + + + 

24 + + + + + 

25 - + + + + 
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6 DISCUSSÃO  

O insucesso do tratamento endodôntico pode ser causado por falhas nas 

etapas do tratamento, tanto na instrumentação quanto na utilização não eficiente de 

substâncias irrigadoras auxiliares para a desinfecção dos canais radiculares. Além disso, 

a falha no selamento coronário proporciona a penetração de microrganismos via 

microinfiltração desses canais. Entre outros fatores etiológicos com uma anatomia 

radicular complexa (Siqueira, et al., 2014). 

No insucesso endodôntico, predominam bactérias Gram positivas, sendo 

Enterococcus faecalis frequentemente associado à infecção secundária/persistente. 

Além da alta prevalência de Enterococcus faecalis no insucesso, a presença de genes 

de virulência nessa bactéria reforça a importância de seu estudo, dado o potencial desses 

fatores patogênicos em causar injúrias ao hospedeiro (Barbosa-Ribeiro, et al., 2016). 

Alguns genes de virulência estão relacionados com a colonização de 

microrganismos e outros com as lesões periapicais no hospedeiro. O gelE é um exemplo, 

este gene de virulência produtor de gelatinase, é responsável por causar reabsorção 

óssea quando encontrado em canais com insucesso endodôntico. Kayaoglu et al. (2004) 

constataram, em uma revisão de literatura, que a inibição da gelatinase causa uma 

diminuição do processo de reabsorção óssea. Neste trabalho o gelE, esteve presente em 

84% das cepas estudadas, concordando com a alta prevalência do gene encontrada por 

Zhu et al. (2010) e Barbosa-Ribeiro et al. (2016b).  

O esp, outro gene de virulência presente em E. faecalis, é uma proteína de 

superfície responsável por facilitar a adesão de biofilme nas paredes dos canais 

radiculares. Foi encontrado em 56% das espécies testadas. Adicionalmente, o ace, 

encontrado em 68% das amostras, é uma adesina de ligação ao colágeno, responsável 

também pela adesão de biofilme nas paredes dos canais radiculares. Esta característica 

de formação de biofilme causada pela expressão dos genes esp e ace, pode ser 

observada no artigo de Shujun Ran et al. (2013). Ademais, prevalências similares a dessa 

pesquisa (ace 64,3% e esp 44,3%) foram encontradas por Strateva e colaboradores em 

2016.  
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Já o efaA, presente em todas as cepas pesquisadas, tem sido relacionado 

como antígeno da endocardite bacteriana, representando um sério risco a saúde do 

paciente, caso não retirado dos canais radiculares durante o tratamento endodôntico. 

Afirmando a relevância do estudo desse gene do E. faecalis, um trabalho anterior 

demonstrou que o efaA pode funcionar como uma adesina na endocardite (Lowe et al., 

1995).  Altas prevalências desse gene também foram detectadas por Sedgley (2005) e 

Barbosa-Ribeiro et al. (2016b).  

Medeiros et al. (2014), comparando genetipicamente cepas clínicas e de 

alimentos de E. faecalis, encontraram que nas cepas clínicas as maiores prevalências 

são dos genes, proteína de superfície enterocócica (esp) e citolisina (cylA) em 

comparação com os genes isolados de alimentos. O gene esp só foi encontrado em 

cepas clinicas. Entretanto, a gelatinase (gelE) e genes fator de aderência (ace) foram 

semelhantes em sua prevalência entre as cepas. 

Em nosso trabalho pudemos observar que os genes de virulência estudados 

como o gelE, esp, ace, cylA e efaA estiveram presentes em grande porcentagem das 

cepas de E. faecalis isoladas. Mais estudos são necessários para correlacionar a 

presença desses fatores de virulência com a capacidade de cada cepa em expressar o 

potencial patogênico previamente verificado geneticamente.   
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7 CONCLUSÂO  

Até o momento foi possível concluir que as cepas apresentam diferentes 

padrões de detecção dos genes de virulência, estando cada um deles presente em pelo 

menos metade dos isolados, o que revela a importância desta bactéria na patogênese e 

persistência da infecção endodôntica pós-tratamento.  
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