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RESUMO

Ev, Lais Daniela. Identificacdo de espécies de lactobacilos mediante sequenciamento de
genes constitutivos. 2014. 27 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em Odontologia)
— Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

O sequenciamento do gene 16S rRNA apresenta limitacGes na identificacdo de espécies de
Lactobacilos devido a presenca de polimorfismos e de maltiplas cdpias deste gene. No sentido
de aprimorar a classificacéo filogenética e superar estas limitaces surge a proposta do uso de
genes constitutivos, também chamados housekeeping genes, que sdo genes responsaveis pelo
metabolismo bacteriano na identificacdo de lactobacilos. O presente estudo teve como objetivo
avaliar o uso dos genes constitutivos pheS (subunidade o da fenilalanina), rpoA (subunidade o
da RNA polimerase) e groEL (hsp60 ou 60-kDa proteina de choque térmico) na identificacdo
de espécies de lactobacilos orais mediante o sequenciamento parcial destes genes. A
metodologia utilizada consistiu na extracdo do DNA bacteriano de amostras de dentina, seguida
pela amplificacdo dos genes pheS, rpoA e/ou groEL por PCR e sequenciamento dos mesmos.
As sequéncias foram comparadas quanto a sua homologia com sequéncias de nucleotideos do
banco de dados do Centro Nacional de Informacao Biotecnolégica (NCBI) dos Estados Unidos.
Definiu-se que similaridades deveriam ser iguais ou superiores a 97% para classificacdo das
espécies. Os lactobacilos identificados nesse estudo pertencem as espécies de L. paracasei (n=
41), L. rhamnosus (n= 32), L. plantarum (n=1). Na identificacdo de lactobacilos orais tanto o
gene pheS quanto o gene groEL sdo marcadores filogenéticos confiaveis e com bom poder
discriminatorio. No entanto, para os L. rhamnosus o gene groEL mostrou-se mais eficiente do
qgue o gene pheS. O gene rpoA ndo mostrou-se efetivo como marcador filogenético para
lactobacilos orais. Assim, sugere-se 0 uso do sequenciamento parcial do gene groEL como
primeira alternativa na identificacdo genotipica de lactobacilos orais e, em casos de nédo
amplificacdo, o gene pheS pode ser utilizado.

Palavras-chave: Lactobacilos. pheS. rpoA. groEL. Genes constitutivos.



ABSTRACT

Ev, Lais Daniela. Identification of lactobacillus species by housekeeping genes sequencing.
2014. 27 f. Final Paper (Graduation in Dentistry) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

The 16S rRNA gene sequencing shows limitation on Lactobacillus species identification due to
the presence of polymorphisms and multiple copies of this gene. In order to improve
phylogenetic classification and overcome this limitations, it was introduced the proposal of the
study is to use constitutive genes, also called housekeeping genes, that are responsible for the
bacterial metabolism for lactobacillus identification. The present study aims to evaluate the use
of pheS (o fenilalanin subunit), rpoA (o of RNA polymerase subunit) and groEL (hsp60 ou 60-
kDa thermal shock proteins) genes partial sequencing in the identification of oral Lactobacillus
species. The present approach consisted of DNA extraction of lactobacilli previous isolated
from dentin, followed by the PCR amplification of the genes pheS, rpoA and/or groEL genes
and sequencing. The sequences were compared by the homology with sequences from the
National Center of Biotechnology Information (NBCI) of United States database nucleotides.
Similarities were defined to be equal or higher than 97% for species taxonomy. The lactobacilli
identified from this study were L. paracasei (n=41), L. rhamnosus (n= 32), L. plantarum (n=1)
species. For the lactobacilli identification either pheS gene or groEL gene were reliable
phylogenetic markers with good discriminatory capacity. However, for L. rhamnosus the gene
groEL was more efficient than pheS. The rpoA gene was not an effective filogenetic marker.
Hence, it is suggested that the partial sequence of the groEL gene should be the first alternative
on oral lactobacillus genotypic identification, and when its amplification is not possible,
pheSgroEL gene should be used instead.

Keywords: Lactobacillus. pheS. rpoA. groEL. Housekeeping genes.
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1 INTRODUCAO

Lactobacilos sdo microrganismos produtores de &cido latico que compreendem o maior
grupo de gram-positivos, ndo-esporulados, bastonetes e catalase-negativos (HAMMES;
VOGEL, 1995; ROGOSA et al.,1951). O género Lactobacillus pertence a classe Bacilli, da
ordem dos Lactobacillales e da familia Lactobacillaceae (TANNOCK, 1999; FELIS;
DELLAGLIO, 2007). S&o bactérias acidogénicas e aciddricas (TANNOCK, 1999),
caracteristicas que Ihes conferem a capacidade de produzir &cido latico e de sobreviver em meio

acido, respectivamente.

Estes microrganismos constituem parte da microbiota normal do trato gastrointestinal,
vaginal e da cavidade bucal de humanos e animais, desempenhando um importante papel na
resisténcia a colonizacdo exoOgena, potencialmente de microrganismos patogénicos
(VONDRUSKOVA et al., 2010; HAMMES; VOGEL, 1995; KLEIN et al., 1998).

Os lactobacilos representam cerca de 1% da microbiota bucal, sendo as espécies L. casei
e L. fermentum as mais comuns. Diferentes espécies e concentra¢des de lactobacilos podem ser
isoladas das diferentes superficies do meio bucal. Na saliva os lactobacilos mais comumente
encontrados sdo os L. acidophilus e L. fermentum, e, em menor quantidade L. rhamnosus, L.
casel, L. plantarum, L. salivarius, L. xylosus e L. delbrueckii (BADET; THEBAUD, 2008). No
biofilme dentério e em dentina cariada sdo maiores as concentracdes de L. casei e L. fermentum,
podendo também ser encontrados L. rhamnosus, L. paracasei, L. lactosus, L. plantarum, L.
acidophilus, L. salivarius, L. pentosus, L. brevis, L. delbrueckii e L. gasseri (BADET;
THEBAUD, 2008).

Eles aparecem durante o primeiro ano de vida, estando presentes em maior niUmero na
saliva, no dorso da lingua, nas mucosas, no palato duro, no biofilme dentéario e, em menor
namero, na superficie dentaria (SOCRANSKY; MANGANIELLO, 1971; STRAETEMANS et
al., 1998). A presenca de lactobacilos na cavidade bucal depende de diversos fatores e
principalmente, da presenca de nichos onde estes microrganismos possam se estabelecer como
fissuras e sulcos dentérios, terceiros molares parcialmente erupcionados e aparelhos
ortodénticos (LOESCHE et al., 1984).

Os lactobacilos foram os primeiros microrganismos a serem considerados cariogénicos,
porém, atualmente se considera que ndo sao iniciadores, mas sim envolvidos na progressao do

processo carioso (JORGE, 2007). Um estudo realizado na Gré Bretanha analisou a presenca de



bactérias associadas a doenca carie no biofilme dental de criancas de sete a nove anos de idade.
Quanto aos lactobacilos os autores relatam que apenas uma pequena quantidade desses
microrganismos estava presente no biofilme dental antes do aparecimento da doenca carie, 0
que indica que estes microrganismos provavelmente contribuem pouco para o inicio da cérie.
No entanto, a presenga de grandes quantidades de lactobacilos dentro das lesdes de cérie indica
0 envolvimento destas bactérias na progressdao da doenca cérie (IKEDA; SANDHAM,;
BRADLEY, 1973).

Em alguns casos, lactobacilos também podem desempenhar um papel benéfico no meio
bucal, inibindo o crescimento de algumas bactérias cariogénicas. Em seu estudo, Michalek et
al. (1981) apresentou evidéncias de que, ao invés de contribuir para o progresso das lesdes de
carie, L. casei, quando presentes no biofilme dentério, podem reduzir a concentracdo de
Streptococos mutans em ratos gnobidticos cérie induzidos (BADET; THEBAUD, 2008). A
presenca de lactobacilos na cavidade bucal é considerada benéfica ao hospedeiro, no entanto,
guando ha desequilibrio ecoldgico os lactobacilos da cavidade bucal podem estar relacionados
a doenca carie por serem altamente acidogénicos e produtores de acido latico, que é considerado
0 &cido de maior cariogenicidade.

A contagem de lactobacilos tem sido usada como coadjuvante no diagndstico da
atividade cariogénica e pode servir como marcador da adesdo do paciente ao tratamento, pois
havera diminuicdo da contagem de lactobacilos como efeito das alteraces dietéticas e/ou
selamento de cavidades cariosas. O cultivo e a identificacdo de lactobacilos podem ser aplicados
no diagndstico, tratamento e prevencédo da carie dentaria (KRASSE, 1988; JORGE, 2007).

Historicamente os lactobacilos presentes na cavidade bucal eram analisados de maneira
quantitativa, com o cultivo e a contagem de unidades formadoras de coldnias de lactobacilos.
No entanto, com o avanco dos estudos sobre a etiologia da doenca carie, a analise qualitativa
de lactobacilos passou a ser importante para a identificacdo de lactobacilos associados com
salde e doenca, pois se constatada a implicacdo de determinadas espécies de lactobacilos na
doenca, a etiologia da doenca carie poderia ser melhor caracterizada. Esse conhecimento tem o

potencial de melhorar o diagnostico, a prevencao e o tratamento da cérie dentéria.

Apesar da importancia da identificacdo dos lactobacilos presentes na cavidade bucal, a
maioria dos estudos atuais analisa os lactobacilos apenas de maneira quantitativa, mesmo que
a analise qualitativa especifica das espécies seja interessante no intuito de comparar as espécies

presentes na cavidade bucal de individuos saudaveis e as encontradas na saliva, biofilme dental
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ou amostras de dentina de individuos cérie ativos (BADET; THEBAUD, 2008). A classificacdo
dos lactobacilos a partir de caracteristicas fisiolégicas e metabolicas muitas vezes ndo mostra
correlagdo com os resultados de estudos filogenéticos com sequenciamento do 16S rRNA
(BLAIOTTA et al., 2008). E por isso, a identificacdo genotipica tem sido considerada como
método de escolha para a caracterizagdo dos lactobacilos orais. A analise precisa e
individualizada das cepas € importante do ponto de vista cientifico e industrial. A relagdo
taxonémica e filogenética entre espécies é muitas vezes delineada em funcao do tipo de cepa,
que, portanto, precisa ser representativo (DELLAGLIO; FELIS; TORRIANI, 2002).

Os lactobacilos sdo geneticamente diversos, apresentando grande variacdo na
percentagem de Guaninas e Citosinas em seu genoma (33 a 52% G+C %mol) (LONDON,
1976). O numero de espécies esta continuamente sendo modificado devido a descrigdo de novas
espécies e/ou a reclassificacdo de outras (BLAIOTTA et al., 2008). Até o presente momento

foram descritas 202 espécies e 29 subespécies de lactobacilos (LPSN, 2014).

A analise de espécies de lactobacilos é amplamente estudada na industria alimenticia,
no entanto, sdo poucos os estudos relacionados a identificacdo genotipica de lactobacilos bucais
(LIPINSKI et al., 2003). Diversos autores utilizam o sequenciamento do gene 16S rRNA para
a identificacdo fenotipica de lactobacilos, no entanto esta analise é problemética pois néo
permite a identificacdo precisa das espécies de lactobacilos. Mdltiplas copias do gene 16S
rRNA com diferentes polimorfismos ja foram descritas em L. paracasei/casei, L. rhamnosus e
L. zeae por Vasquez et al. (2005). A presenca de polimorfismos e de maltiplas copias do 16S
rRNA pode explicar o baixo poder discriminatério do sequenciamento desse gene no género
lactobacilos (VASQUEZ et al., 2005). A utilizacdo de genes constitutivos (housekeeping genes

- responsaveis pelo metabolismo bacteriano) surge como alternativa para superar esta limitacéo.

A utilizacdo dos genes pheS (subunidade a da fenilalanina) e rpoA (subunidade o da
RNA polimerase) tem provado ser um sistema confidvel para a identificacdo de todas as
espécies reconhecidas do género Enterococcus (NASER et al., 2007). A andlise simultanea dos
genes pheS e rpoA proporciona uma alternativa na identificagdo confiavel e rapida de diferentes
espécies de lactobacilos, apresentando um poder discriminat6rio maior do que o da analise com
16S rRNA. A variagdo no poder discriminatério dos genes investigados, juntamente com o fato
de que diferentes genes podem fornecer arvores topologicas parecidas, destacou a necessidade
de analise simultéanea de varios loci codificadores de proteinas para uma analise de identificacdo
robusta (NASER et al., 2005).
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A andlise do gene groEL (hsp60) também mostra-se como um marcador confiavel para
a identificacdo de qualquer espécie de lactobacilos, permitindo uma identificacdo réapida e
confiavel de lactobacilos, além da discriminacdo de espécies com similaridades (BLAIOTTA
et al., 2008).

Entretanto, ha caréncia da literatura que embase a melhor escolha de genes alternativos

ao 16S rRNA e que seja apropriado para a identificacdo espécie especifica de lactobacilos orais.
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2 OBJETIVO

Avaliar o0 uso dos genes constitutivos pheS (subunidade o da fenilalanina), rpoA
(subunidade o da RNA polimerase) e groEL (hsp60 ou 60-kDa proteina de choque térmico) na
identificacdo de espécie especifica de lactobacilos orais mediante o sequenciamento parcial
destes genes.
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3 METODOLOGIA

Os lactobacilos analisados nesse estudo foram provenientes de seis dos 18 pacientes
participantes de um ensaio clinico randomizado realizado com amostras de dentina cariada
selada (FIRMINO, 2011). Duas amostras por paciente foram coletadas: uma antes e outra apds
trés meses de selamento cavitario. As amostras foram, entdo, cultivadas em agar Rogosa para
0 crescimento seletivo de colbnias de provaveis lactobacilos e foram selecionados até sete
isolados por tipo morfoldgico por amostra. Todos os isolados foram submetidos a coloracéo de
Gram. Os bacilos Gram-positivos foram armazenados em BHI glicerol 15% (Himedia,
Mumbai, india) para posteriormente serem realizadas as analises genotipica e fenotipica.
Previamente a identificacdo a nivel de espécies, os isolados foram genotipados pela técnica de
AP-PCR (DALALBA, 2013). De um total de 141 isolados de provaveis lactobacilos, 93 foram
genotipados e, destes, 72 puderam ser identificados. A figura 1 mostra o fluxograma do estudo

até a obtencdo da amostra total de isolados estudados.
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Figura 1- Fluxograma mostrando a amostra total de isolados estudados.

18 pacientes submetidos
a remocdo parcial de

tecido cariado

12 pacientes ndo apresentaram 6 pacientes apresentaram
crescimento de lactobacilos antes e apds crescimento de lactobacilos
0 selamento antes e depois do selamento

\

239 cepas

Coloracéo

de Gram

98 excluidos
(cocos ou leveduras)

[ 141 isolados ]

-
N&o Sequenciados
. n=21
Genotipagem por L
AP PCR -
n=93 Sequenciados
n=72
\

Fonte: da autora, 2014

O estudo desenvolveu-se na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no
Departamento de Odontologia Preventiva e Social, no laboratério de Bioquimica e
Microbiologia Bucal. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (processo n° 19218). Foi obtido o consentimento

informado de todos os participantes.

Para a identificacdo dos isolados a nivel de espécie, foi realizada a extracdo de DNA
genbmico através de lactobacilos provenientes de estoques congelados e incubados em BHI

agar (Himedia, Mumbai, india) por 24h a 37°C em microaerofilia. A partir desta cultura, 0o DNA
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gendmico foi extraido através da suspensao de uma alga de cultura de 5 uLL em 50 pL de agua
ultrapura estéril, sendo realizada leve fric¢do contra as paredes do tubo de micro centrifuga para

lisar as membranas celulares bacterianas.

A identificacdo das espécies de lactobacilos foi realizada através da amplificacdo dos
genes pheS (subunidade o da fenilalanina), rpoA (subunidade o da RNA polimerase) ou groEL
(hsp60 ou 60-kDa proteina de choque térmico) por PCR do DNA extraido em termociclador
Techne TC — 312 (Techne, Cambridge, United Kingdom). Inicialmente, as sequéncias
iniciadoras para o gene pheS foram utilizadas e, no caso de n&o haver amplificagéo, o gene rpoA
foi amplificado, no caso de ainda ndo haver amplificacdo, foi sequenciado o gene groEL. As

sequéncias de nucleotideos iniciadores estdo relacionadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncias de nucleotideos

Nome Sequéncia (5°— 3°) Gene | Temperatura de Referéncia

do anelamento

primer

pheS- CAYCCNGCHCGYGAYATGC

21F (Naser et al
SQES- GGRTGRACCATVCCNGCHCC ohes 57°C/56°C/55°C 2005)
pheS- CCWARVCCRAARGCAAARCC

22R

rpoA- ATGATYGARTTTGAAAAACC

1E 50°C (Naser et al.,
rpoA- | ACHGTRTTRATDCCDGCRCG | rpoA 2005)
23R

groEL1F | GAAGGNATGAAGAAYGTBAC rOEL 47°C (Podlesny et al.,
groEL1R | AATGTHCCACGVATCTTG g 2011)

Para a reacdo de PCR foram utilizados 2,5 uL de tampéao 10X; 1,5 uL MgCI2 25mM; 1
puL dANTP (3,125 mM); 0,5 uL Taq polymerase (AB-gene, Epsom, UK); 1 uL de cada
oligonucleotideo iniciador; e 1 uL de DNA alvo em 16,5 pL de agua ultrapura esteril. O volume
final da reacdo foi de 25 pL. O programa de amplificacdo para pheS 21F/23 ou 22R foi:
desnaturacdo inicial do DNA por 5 min a 95 °C; 5 ciclos de 1 min a 95 °C; 2minl5s a 57 °C e
1minl5s a 72 °C; 15 ciclos de 35s a 95 °C, 1min15s a 56 °C e 1minl15s a 72 °C; 10 ciclos de
355295 °C; Iminl15sa 55 °C e Iminl5s a 72 °C; e extenséo final de 7 mina 72 °C. O programa
de amplificacdo para rpoA 21F/23R foi de desnaturagéo inicial do DNA por 5 min a 95 °C; 5
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ciclos de Imina 95 °C; 2minl15s a 55 °C e Iminl15s a 72 °C; 15 ciclos de 35s a 95 °C; 1min15s
a50 °C e 1minl5sa 72 °C; 10 ciclos de 35s a 95 °C, 1min15s a 48 °C e 1min15s. O programa
de amplificacdo para groEL1F/1R foi de desnaturacdo inicial do DNA por 5 min a 94 °C; 30
ciclos de 30s a 94 °C; 1min a 47 °C e 2min a 72 °C; e extensédo final de 10min a 72 °C. Os
produtos da PCR foram separados em gel de agarose 1% contendo SyBR Green (Invitrogen)
através de eletroforese com 50 volts por 10 minutos. A visualizagdo do produto da PCR foi

realizada através de transiluminador UV com aquisicéo digital da imagem.

Havendo um anico fragmento, o produto da PCR era purificado através da utilizacao do
kit de purificacdo PureLink quick PCR purification kit (Invitrogen, Lohne, Alemanha) e
enviado para sequenciamento de Sanger. Nessa analise apenas uma das fitas de DNA foi
sequenciada. O protocolo de ciclagem e purificacdo seguiu as orientacdes do fabricante. Para a
reacdo de sequenciamento, os oligonucleotideos iniciadores foram diluidos a 3pmol e enviados
juntamente com a amostra para serem sequenciados. O sequenciamento foi realizado
utilizando-se o sequenciador ABI 3730xlI DNA Analyzer (Applied Biosystems, Warrington,
UK) da empresa ACTgene (UFRGS, Porto Alegre, Brasil). Apds, as sequéncias de nucleotideos
obtidas foram manualmente editadas utilizando o programa BioEdit (versdo 7.0.8, Ibis

Biosciences, Isis Pharmaceuticals).

Para identificacdo das cepas, as sequéncias foram comparadas quanto a sua homologia
com sequéncias de nucleotideos do banco de dados do Centro Nacional de Informacao
Biotecnoldgica dos Estados Unidos (NCBI, 2014). As sequéncias do gene groEL foram
comparadas também quanto a sua homologia com sequéncias de nucleotideos do banco de
dados cpnDB (Chaperonin Sequence Database, 2014). Definiu-se que similaridades deveriam
ser iguais ou superiores a 97% para classificacdo das espécies. Apds a analise dos dados foi
confeccionado um dendograma mostrando a relacdo filogenética dos lactobacilos isolados
utilizando o programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versdo 5.2.1, para

0s genes pheS e groEL.
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4 RESULTADOS

Os lactobacilos identificados nesse estudo pertencem as espécies de L. paracasei
(56,95%), L. rhamnosus (44,45%) e L. plantarum (1,39%), conforme mostra a Tabela 2. A
espécie de lactobacilos mais frequentemente encontrada nas amostras de dentina cariada foi L.
paracasei. O resultado da homologia com sequéncias de nucleotideos do gene groEL do banco
de dados do Centro Nacional de Informac&o Biotecnoldgica (NCBI) dos Estados Unidos e do
banco de dados cpnDB (Chaperonin Sequence Database) foram semelhantes. Do total de 72
isolados, 39 foram sequenciados com o gene pheS, 37 foram sequenciadas com o gene groEL
e 4 foram sequenciados com ambos 0s genes, apresentando em dois casos concordancia com a
espécie identificada e em dois casos discordancia. A reacdo de PCR com os oligonucleotideos
para 0 gene rpoA ndo apresentou amplificagcdo. De forma interessante, a maioria dos isolados
que ndo amplificaram com os oligonucleotideos para o gene pheS eram da espécie de L.

rhamnosus (29 de 72) ou em poucos casos (8 de 37) L. paracasei.

A Figura 2 mostra a analise filogenética dos lactobacilos a partir do sequenciamento
parcial do gene pheS. Pode-se observar a formacdo de clusters/grupos. O primeiro grupo
concentra 0 maior nimero de isolados com 38 das amostras pertencentes a espécie L. paracasei.
O segundo cluster mostra ATCC do L. casei e do L. zeae que se mostram agrupadas na arvore
filogenética. O terceiro grupo € composto por amostras de L. rhamnosus. Uma amostra foi
identificada como pertencente a espécie L. plantarum. As demais espécies de lactobacilos
puderam ser separadas em diferentes grupos através da analise filogenética com excecao das

espécies L. gasseri e L. johnsonii.

A figura 3 mostra a relacdo filogenética dos lactobacilos analisados a partir do
sequenciamento parcial do gene groEL. Assim como no gene pheS, a amostra apresentou
diferentes agrupamentos. O primeiro grande grupo € de L. rhamnosus. O segundo é composto
por L. casei e L. zeae, como no dendograma do gene pheS. O terceiro grupo € composto pelo
grupamento de L. paracasei. As demais espécies conseguiram ser diferenciadas entre si com
excecao das especies de L. gasseri e L. johnsonii e de L. crispatus e L. acidophilus.
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Tabela 2 - Classificacdo das espécies dos lactobacilos isolados de acordo com o gene

sequenciado e sua respectiva homologia.

(continua)
C(Z:c;g;gso Espécie seqti(;r::?a do Homologia

12 L. paracasei pheS 100%
14 L. paracasei pheS 100%
15 L. paracasei pheS 100%
16 L. paracasei pheS 100%
17 L. paracasei groEL 100%
18 L. paracasei pheS 100%
19 L. paracasei pheS 100%
22 L. paracasei pheS 100%
24 L. paracasei pheS 98%
36 L. paracasei pheS 100%
44 L. paracasei pheS 99%
45 L. paracasei pheS 100%
47 L. paracasei groEL 100%

pheS 99%
50 L. rhamnosus groEL 99%
51 L. paracasei pheS 100%
55 L. paracasei pheS 100%
56 L. paracasei pheS 100%
59 L. paracasei pheS 100%
61 L. paracasei pheS 97%
64 L. paracasei pheS 100%
67 L. paracasei pheS 100%
68 L. paracasei pheS 100%
69 L. paracasei pheS 100%
70 L. paracasei pheS 100%
72 L. paracasei pheS 100%
75 L. paracasei groEL 96%
77 L. rhamnosus groEL 100%
78 L. paracasei pheS 97%
79 L. rhamnosus groEL 100%
82 L. paracasei groEL 100%
86 L. paracasei pheS 100%
87 L. paracasei pheS 100%
91 L. rhamnosus groEL 99%
93 L. rhamnosus groEL 100%
98 L. rhamnosus groEL 100%
99 L. rhamnosus groEL 99%




(concluséo)

Cddigo

Gene

cepas Espécie sequenciado Homologia

100 L. rhamnosus groEL 99%
101 L. rhamnosus groEL 100%
102 L. rhamnosus groEL 100%
103 L. rhamnosus groEL 100%
104 L. rhamnosus groEL 100%
106 L. rhamnosus groEL 100%
107 L. rhamnosus groEL 97%
108 L. rhamnosus groEL 100%
110 L. plantarum pheS 98%
115 L. paracasei groEL 100%
117 L. rhamnosus groEL 99%
118 L. paracasei pheS 100%
119 L. rhamnosus groEL 100%
129 L. rhamnosus groEL 99%
133 L. rhamnosus groEL 99%
134 L. rhamnosus groEL 99%
135 L. rhamnosus pheS 99%
136 L. paracasei pheS 100%
138 L. rhamnosus pheS 99%
139 L. rhamnosus groEL 95%
140 L. rhamnosus groEL 99%
142 L. rhamnosus groEL 97%
143 L. rhamnosus groEL 97%
164 L. rhamnosus groEL 100%
179 L. paracasei pheS 99%
180 L. rhamnosus groEL 97%
181 L. paracasei pheS 100%
182 L. paracasei pheS 100%
184 L. paracasei groEL 99%
pheS 100%

185 L. rhamnosus groEL 98%
L. paracasei pheS 100%

188 L. rhamnosus groEL 99%
L. paracasei pheS 99%

193 L. rhamnosus groEL 95%
196 L. paracasei groEL 100%
197 L. rhamnosus groEL 99%
203 L. paracasei pheS 100%
204 L. paracasei pheS 100%

19
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Figura 2 - Andlise filogenética de lactobacilos gerada a partir do sequenciamento parcial do
gene phesS (388 pb). As cepas identificadas com as letras pheS seguidas de nimeros representam
os lactobacilos isolados da dentina cariada. As cepas identificadas pelas letras AM seguidas de

ndmeros foram obtidas de bases de dados do Pubmed.
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Figura 3 - Analise filogenética de lactobacilos gerada a partir do sequenciamento parcial do
gene groEL (303 pb). As cepas identificadas com as letras groEL seguidas de numeros
representam os lactobacilos isolados da dentina cariada. As cepas identificadas pelos nomes das

espeécies foram obtidas de bases de dados do Pubmed.
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5 DISCUSSAO

O gene 16S rRNA tem sido considerado como padréo na identificacdo de isolados no
estudo de ecologia microbiana e de diagnoéstico molecular. Apesar disso, espécies proximas nao
sdo passiveis de diferenciacéo através do sequenciamento do gene 16S rRNA, como é o caso
dos lactobacilos (NASER et al., 2007). Além disso, multiplas copias com sequéncias variadas
no genoma bacteriano limitam o uso do gene 16S rRNA na identificacdo de isolados (WANG,;
WANG, 1997). Outros genes conservados, que também sdo universais, tém sido propostos
como opc¢des de marcadores filogenéticos na identificacdo de lactobacilos apresentando um
bom poder discriminatério. Genes que codificam proteinas podem diferir e evoluir mais
rapidamente do que genes que codificam a estrutura molecular do RNA, nos quais pequenas

alteracOes nas sequéncias de nucleotideos podem ser catastroficas (HILL et al., 2004).

Genes presentes em cépia Unica sdo ideais como marcadores moleculares para
identificacdo de isolados. Alguns genes ja testados na identificacdo de lactobacilos foram tuf
(VENTURA et al., 2003; CHAVAGNAT et al., 2002), recA (FELIS et al., 2001; TORRIANI;
FELIS; DELLAGLIO, 2001), mle (GROISILLIER; LONVAUD-FUNEL, 1999), ISLpl1
(PETROVIC; NIKSIC; BRINGEL, 2006) e groEL (BLAIOTTA et al., 2008). Estudos
anteriores indicam o sequenciamento dos genes pheS e rpoA como alternativas interessantes
para identificacdo de lactobacilos (NASER et al., 2007) pois avaliaram um grande nimero de
espécies de lactobacilos. Um estudo anterior realizado com lactobacilos orais sequenciou 222
lactobacilos orais utilizando esses genes (PAROLO, 2009) e identificou L. paracasei, L.
fermentum, L. rhamnosus e L. gasseri. No presente estudo, 0 gene rpoA mostrou-se pouco
efetivo na identificacdo de lactobacilos de dentina cariada pois ndo pode ser amplificado em
varios isolados. A literatura aponta que o sequenciamento do gene rpoA em Enterococcus gerou
uma classificagdo de espécies similar a obtida com o sequenciamento do gene 16S rRNA, e que
0 sequenciamento do gene pheS foi mais adequado para o delineamento de espécies, do que o
gene rpoA (NASER et al., 2005). Levando em consideracdo o desempenho inferior do gene
rpoA em comparagdo ao gene pheS para Enterococcus e a falta de amplificacdo com o gene
rpoA em lactobacilos de dentina cariada, descartamos este gene como um marcador filogenetico
para lactobacilos orais. O gene pheS pode ser amplificado em 52% dos isolados. O gene pheS
apresenta maior poder discriminatorio em relacdo ao gene 16S rRNA e ja foi utilizado para
identificacdo de lactobacilos (NASER et al., 2007).
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Em geral, se dois organismos compartilnam similaridade inferior a 97% na sequéncia
do gene analisado, pode-se dizer que eles sdo pouco relacionados no nivel gendmico e, portanto,
de espécies diferentes. Por outro lado, quando o sequenciamento desses genes apresenta
similaridade igual ou superior a 97%, indica serem de espécies muito préximas (FELIS;
DELLAGLIO, 2007). Em nosso estudo, um isolado apresentou homologia de 96% o que é
considerado inferior ao valor ideal para classificacdo da espécie. Apesar disso, consideramos a
cepa como L. paracasei por entender que se trata de uma bactéria muito semelhante a esta

espécie, pois ficou agrupada ao mesmo cluster na arvore filogenética.

A analise do sequenciamento do gene pheS apresenta uma variacdo interespécies
superior a 10% de divergéncia e, intraespécies superior a 3% (NASER et al., 2007). As espécies
de L. gasseri e L. johnsonii, L.casei e L. zeae ndo puderam ser diferenciadas entre si nem com
0 gene pheS nem com o gene groeL. Existe até mesmo uma tentativa de reclassificacdo do L.
casei para L. zeae (DELLAGLIO; FELIS; TORRIANI, 2002). L. crispatus e L. acidophilus
puderam ser diferenciados através do sequenciamento do gene pheS e nao pelo groeL. O poder
discriminatorio dos genes pheS e groEL pode variar conforme as espécies de lactobacilos
estudadas (CLAESSON; SINDEREN; O’TOOLE, 2008; NASER et al., 2007). No estudo de
lactobacilos orais o grupo dos L. casei, que compreende as espécies L. rhamnosus, L. paracasei,
L. zeae e L. casei, é bastante importante e deve ser considerado na escolha dos marcadores
filogenéticos disponiveis. O poder discriminatorio para o grupo dos L. casei foi semelhante para
0 gene phesS e para 0 groEL. Muitos dos L. rhamnosus e alguns L. paracasei ndo puderam ser
amplificados com o gene pheS. O sequenciamento do gene groEL foi a alternativa encontrada
para tentar identificar adequadamente os lactobacilos que ndo foram sequenciados pelo gene
pheS. Estudos anteriores comprovam a superioridade do gene groEL como marcador
filogenético em relacdo ao 16S rRNA (CLAESSON; SINDEREN; O’TOOLE, 2008). Além
disso, outra vantagem para ter-se escolhido o gene groEL ¢ a possibilidade de utilizacdo de um

banco de dados especificos para sequéncias desse gene (HILL et al., 2004).

Deve-se ter o cuidado na interpretacdo da homologia utilizando o NCBI pois muitas
vezes sequéncias de L. paracasei sdo erroneamente identificadas com L. casei. Esse impasse
no resultado obtido pode ser esclarecido através da construcdo de arvores filogenéticas
incluindo as cepas ATCC 393 (L. casei) e ATCC334 (L. “casei ). Se o isolado aproxima-se
filogeneticamente da cepa ATCC 393 ele é um verdadeiro L. casei. Caso aproxime-se da cepa
ATCC 334 pode ser considerado como L. paracasei. Ao se fazer o BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) a homologia das sequéncias dos lactobacilos variou de 96 a 100%. A
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literatura aponta como referéncia homologia de no minimo 97%, em nosso estudo apenas uma
amostra apresentou homologia inferior a este valor (96%), sendo ainda considerado como L.

paracasei.

Em quatro casos ambos os genes (pheS e groEL) foram sequenciados. Curiosamente,
em dois casos houve divergéncia de resultados quanto a espécie identificada pelos genes
sequenciados. Isso pode ser atribuido a uma semelhanca filogenética entre L. paracasei e L.
rhamnosus. Um terceiro gene constitutivo poderia ser utilizado para a correta classificacéo
desses dois isolados. No presente estudo, mesmo com a utilizacdo de trés genes distintos (phesS,
rpoA e groEL), 2,26% dos isolados ndo puderam ser identificados. Outros genes constitutivos
poderiam ser utilizados como alternativa, por exemplo, os genes leusS e tuf. O gene leuS ja foi
usado na genotipagem de L. paracasei mostrando o maior nimero de sitios polimorficos e
alelos em relacéo aos genes fusA, ileS, lepA, pyrG, recA, recG (PAROLO et al.,, 2011). O gene
tuf ja foi descrito na identificacdo dos lactobacilos sendo capaz de identificar diferentes espécies
de lactobacilos em um grande ndmero de isolados sendo uma outra alternativa possivel
(VENTURA et al., 2003; CHAVAGNAT et al., 2002). Para identificacdo de espécies de
lactobacilos filogeneticamente relacionadas podem ser necessarios multiplos métodos

moleculares para uma discriminacao e tipificacdo taxonémica robusta (NASER et al., 2007).
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6 CONCLUSAO

Na identificacdo de lactobacilos orais tanto o gene pheS quanto o gene groEL séo
marcadores filogenéticos confiaveis e com bom poder discriminatério. O gene rpoA néo
mostrou-se efetivo como marcador filogenético para lactobacilos orais. A identificacdo de
especies de lactobacilos é complexa. Através dos resultados do presente estudo, sugere-se,
entdo, o uso do sequenciamento parcial do gene groEL como primeira alternativa na
identificacdo espécie especifica de lactobacilos orais e, em casos de ndo amplificacdo, o gene
pheS pode ser utilizado. Para alcancar uma tipificacdo taxonémica robusta, multiplos métodos

moleculares (sequenciamento de dois ou trés genes housekeeping) devem ser utilizados.
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