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Santos ACC. Formação de biofilmes monotípicos e heterotípicos por Enterococcus 
faecalis E Enterococcus faecium em dentina radicular [tese]. São José dos Campos 
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 
2018. 
 
 

RESUMO 
 
 
E. faecalis e E. faecium possuem grande relevância nas infecções hospitalares por 
apresentarem facilidade em adquirir resistência aos antibióticos. E. faecalis também 
apresentam alta prevalência nas infecções endodônticas, entretanto a importância 
de E. faecium para a odontologia ainda precisa ser esclarecida. Assim, o objetivo 
desse estudo foi comparar cepas clínicas de E. faecium com as cepas de E. faecalis 
em relação a capacidade de formação de biofilme na dentina radicular e penetração 
nos túbulos dentinários. Além disso, foi avaliada a interação dessas espécies em 
biofilmes mistos. Para a realização desse estudo, foram utilizadas cepas clínicas, 
previamante, isoladas de canais radiculares com infecções endodõnticas e 
identificadas pelo PCR multiplex. Entre as cepas isoladas, foram selecionadas 4 
cepas de E. faecalis e 2 cepas de E. faecium. Primeiramente, foi realizado a 
formação dos biofilmes monotípicos das cepas de E. faecalis e E. faecium sobre 
dentinas radiculares de dentes bovinos. Os biofilmes foram formados em placas de 
microtitulação por diferentes tempos: 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96 e 120 horas. Os biofilmes 
formados foram, então, analisados pela contagem de células viáveis (UFC/mL) e 
quantificação da biomassa total (método do cristal violeta). Além disso, os biofilmes 
foram analisados por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) procurando-se 
observar a penetração das células de E. faecalis e E. faecium nos túbulos 
dentinários. A seguir foram formados biofilmes heterotípicos de E. faecalis e E. 
faecium para estudo das interações ecológicas estabelecidas entre as espécies. A 
análise dos biofilmes heterotípicos foi feita pela quantificação da biomassa total 
(cristal violeta) procurando-se detectar a presença de relações sinérgicas ou 
antagônicas. Os resultados foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA) e 
teste de Tukey, considerando-se nível de 5%. Os resultados obtidos na contagem de 
UFC/mL dos biofilmes monotípicos, revelaram que as 6 cepas testadas apresentam 
grande capacidade para formar biofilmes na dentina radicular, alcançando valores 
de UFC/mL entre 8 a 12 log de acordo com o tempo de observação. Em relação a 
análise das imagens de MEV, as cepas clínicas de E. faecalis e E. faecium 
demonstraram capacidade semelhante para formar biofilmes e penetrar nos túbulos 
dentinários. Na comparação da quantificação da biomassa dos biofilmes 
monotípicos e heterotípicos, observamos que a interação das cepas clínicas E. 
faecalis e E. faecium favoreceu a adesão e crescimento do biofilme. Assim, concluiu-
se que as cepas de E. faecalis e E. faecium apresentam a mesma capacidade de 
formar biofilmes sobre a superfície radicular. Além disso, em biofilmes mistos, essas 
duas espécies estabelecem relações ecológicas sinérgicas, aumentando 
significativamente a formação de biofilmes. 
 
 
Palavras-chave: Enterococcus faecalis. Enterococcus faecium. Dentina Radicular. 
Interações Microbianas. Biofilme. 
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faecalis E Enterococcus faecium in root dentin [doctorate thesis]. São José dos 
Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), Institute of Science and 
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ABSTRACT 
 
 

E. faecalis and E. faecium have a high relevance in hospital infections because they 
are easy to acquire resistance to antibiotics. E. faecalis also present high prevalence 
in endodontic infections, however the importance of E. faecium for dentistry still 
needs to be clarified. Thus, the objective of this study was to compare clinical strains 
of E. faecium with strains of E. faecalis in relation to the capacity of biofilm formation 
in root dentin and penetration into the dentin tubules. In addition, the interaction of 
these species in mixed biofilms was evaluated. In order to perform this study, clinical 
strains were used, pre-determined, isolated from root canals with endodontic 
infections and identified by multiplex PCR. Among the isolated strains, 4 strains of E. 
faecalis and 2 strains of E. faecium were selected. Firstly, the formation of the 
monotypic biofilms of the strains of E. faecalis and E. faecium on root dentin of 
bovine teeth was carried out. The biofilms were formed in microtiter plates at different 
times: 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96 and 120 hours. The biofilms formed were then analyzed 
by counting viable cells (CFU / mL) and quantification of total biomass (violet crystal 
method). In addition, the biofilms were analyzed by Scanning Electron Microscopy 
(SEM), aiming to observe the penetration of E. faecalis and E. faecium cells into the 
dentin tubules. Then, heterophilic biofilms of E. faecalis and E. faecium were formed 
to study the ecological interactions established between the species. The analysis of 
the heterotypic biofilms was made by quantifying the total biomass (violet crystal) in 
order to detect the presence of synergistic or antagonistic relationships The results 
were submitted to Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey test, considering a level 
of 5%. The results obtained in the CFU / mL count of the monotypic biofilms revealed 
that the six strains tested had a great capacity to form biofilms in the root dentin, 
reaching values of CFU / mL between 8 and 12 log according to the time of 
observation. In relation to SEM images, the clinical strains of E. faecalis and E. 
faecium demonstrated similar capacity to form biofilms and to penetrate the dentinal 
tubules. In the comparison of the biomass quantification of the monotypic and 
heterotypic biofilms, we observed that the interaction of the clinical strains E. faecalis 
and E. faecium favored the adhesion and growth of the biofilm. Thus, it was 
concluded that strains of E. faecalis and E. faecium have the same ability to form 
biofilms on the root surface. In addition, in mixed biofilms, these two species 
establish synergistic ecological relationships, significantly increasing the formation of 
biofilms. 
 
 
Keywords: Enterococcus faecalis. Enterococcus faecium. Dentin Radicular. Microbial 
interactions. Biofilm. 

 



12 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

Enterococcus constituem um gênero de bactérias amplamente distribuídas 

no meio ambiente, tais como solo, água, alimentos e plantas, podendo estar 

presente na microbiota intestinal de seres humanos e animais saudáveis. Apesar de 

serem encontrados no trato gastrointestinal de seres humanos como micro-

organismos comensais, também podem se tornar patógenos oportunistas em 

indivíduos hospitalizados, cujo sistema imunológico esteja comprometido ou que 

tenham recebido terapia antibiótica de largo espectro por períodos prolongados 

(Arias et al., 2010; Castillo-Rojas et al., 2013).  

Esse gênero de bactérias é constituído por mais de 30 espécies, nas quais 

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium correspondem à maioria dos isolados 

de infecções nosocomiais, sendo que as outras espécies deste gênero representam 

apenas 10% dos isolados. E. faecium e E. faecalis, estão frequentemente 

relacionados com bacteremia, septicemia, infecções do trato urinário, infecções de 

feridas, meningites e endocardites (Kense, Landman, 2011; Zou et al., 2011). Desse 

modo, Enterococcus representam o terceiro patógeno nosocomial mais prevalente 

em todo o mundo (Bereket et al., 2012). 

A prevalência de E. faecalis e E. faecium passou por mudanças ao longo 

dos anos. E. faecium emergiu como um dos mais importantes patógenos em 

infecções associadas aos cuidados de saúde em todo o mundo devido à sua 

resistência intrínsecamente adquirida à vários antibióticos, incluindo a vancomicina. 

A capacidade intrínsica e a facilidade em adquirir resistência aos diversos 

antibióticos, faz com que E. faecium seja um dos mais temidos micro-organismos em 

infecções hospitalares (Panesso et al., 2010). As infecções causadas por 

Enterococcus faecium vancomicina resistentes (VRE) são uma das principais causas 

de morbilidade e mortalidade em pacientes hospitalizados com compromentimento 

do sistema imunológico (Tang et al., 2016; Lewis et al., 2016; Tripathi et al., 2016). 

As infecções enterocócicas hospitalares podem ser divididas em duas fases 

distintas, a primeira surgiu no final da década de 1970 e foi associada com a 

introdução da terceira geração de cefalosporinas. Durante esta época, E. faecalis foi 

responsável por 90-95% dos isolados clínicos de Enterococcus. A segunda fase teve 
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início na década de 1990 e estende-se até os dias de hoje, essa nova fase está 

diretamente associada ao aumento do uso de vancomicina e outros antibióticos de 

amplo espectro (Willems, Schaik, 2009). Nesta fase, E. faecium passou a ser 

responsável por grande parte das infecções enterocócicas, posto que apresenta 

maior resistência à vancomicina e ampicilina do que E. faecalis (Arias, Murray, 

2012). 

Devido à resistência adquirida aos antibióticos, como a vancomicina, E. 

faecium está sendo isolado de 38 a 75% das infecções por Enterococcus, portanto 

E. faecium vem tornando-se ao longo dos anos um patógeno tão comum em

infecções hospitalares quanto E. faecalis (Willems et al., 2011). O número de 

infecções por Enterococcus resistentes à vancomicina em hospitais dos EUA 

aumentou de 9.820 em 2000 para 21.352 em 2006 (Ramsey, Zilberberg, 2009), e 

atualmente a porcentagem de isolados resistentes à vancomicina corresponde a 

80% das cepas de E. faecium enquanto 5% das cepas de E. faecalis (Arias, Murray, 

2008; Hidron et al., 2008).  

O gênero Enterococcus também apresenta grande relevância na 

odontologia, sendo E. faecalis a principal espécie relacionada com infecções 

endodônticas. Andrade et al. (2011) estudaram a prevalência de Enterococcus spp. 

em 35 canais radiculares com necrose pulpar. Em 33 canais (94%) foram 

encontrados E. faecalis e apenas 1 canal (3%) E. faecium. A espécie E. faecalis foi 

majoritária, estando relacionada aos sinais e sintomas da infecção endodôntica. Na 

literatura existem muitos estudos que comprovaram a alta prevalência de E. faecalis 

em canais radiculares (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Noda et al., 

2000., Pinheiro et al., 2003), entretanto poucos estudos avaliaram a prevalência de 

E. faecium.

A presença de Enterococcus no interior de canais tem sido associada às 

infecções endodônticas persistentes (Dahlén et al., 2012), o que tem induzido o 

desenvolvimento de pesquisas para avaliar a efetividade da ação antimicrobiana de 

medicamentos intracanais contra estes micro-organismos (Kopper, 2007). A 

persistência das infecções endodônticas tem sido atribuída à permanência dessas 

bactérias em áreas de difícil acesso, como lacunas de reabsorção, cemento, canais 

laterais, túbulos dentinários e lesão periapical (Costa et al., 2010).  
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A alta prevalência de E. faecalis em infecções endodônticas pode ser 

atribuída a sua intensa capacidade de colonizar os sistemas de canais radiculares, 

utilizando-se dos substratos oriundos dos fluídos dos tecidos conjuntivos 

subjacentes (osso alveolar e ligamento periodontal). Esses micro-organismos 

também podem expressar alguns fatores de virulência, como enzimas citolíticas, 

substâncias de agregação e ácido lipoteicóico.  

Silva et al. (2014) relataram que E. faecalis é capaz de sobreviver por longos 

períodos sem nutrientes e tem a capacidade de invadir túbulos dentinários que o 

protegem contra os agentes antimicrobianos usados na endodontia. Além disso, E. 

faecalis também pode interferir na resposta imune do hospedeiro, suprimindo-a com 

a inativação dos linfócitos e outros grupos celulares, contribuindo dessa forma para 

o insucesso da terapêutica endodôntica (Lee et al., 2004).  

Além do gênero Enterococcus ser resistente ao tratamento endodôntico 

químico e mecânico, esse tem capacidade de formar biofilmes, dificultando a 

penetração dos medicamentos e reduzindo a eficácia dos mesmos. Os biofilmes são 

estruturas tridimensionais complexas de micro-organismos embebidos em uma 

matriz extracelular, composta por glicoproteínas e polissacarídeos, aderidas à uma 

superfície sólida (Zijnge et al., 2010; Jorge, 2012). Os biofilmes constituem 

importante sistema de adesão bacteriana com grande relevância clínica devido a 

sua alta resistência aos antimicrobianos (Thein et al., 2009; Zijnge et al., 2010). 

Albuquerque et al. (2015) demonstraram que E. faecalis possuem capacidade de se 

organizar em biofilme em dentinas radiculares de dentes humanos. Após cinco dias 

da indução de formação de biofilme, os micro-organismos formaram uma camada 

espessa de biofilme, sendo capazes de penetrar nos túbulos dentinários. Esses 

dados sugerem que a formação de biofilme em dentinas radiculares pode ter uma 

participação significativa nas infecções endodônticas. 

A incapacidade da remoção de bactérias nos biofilmes radiculares 

representa um fator causador da doença pulpar e lesões perirradiculares. O sucesso 

do tratamento endodôntico depende principalmente da remoção bem sucedida de 

micro-organimos do sistema de canal radicular infectado. Yadav et al. (2017) 

avaliaram o efeito antibacteriano de quitosana 0,25%, quitosana 0,5%, clorexidina 

2% e hipoclorito de sódio a 3% como agentes de desinfecção contra Enterococcus 

faecalis. Segundo Yadav et al. (2017), o tipo de antimicrobiano e as variações nas 
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concentrações químicas desses irrigantes também pode ter impacto diferente sobre 

a polpa, tecidos necróticos e micro-organismos. Hipoclorito de sódio (NaOCl) é o 

irrigante mais utilizado em tratamento endodôntico, tem uma boa capacidade de 

dissolução do tecido antimicrobiano e orgânico, mas é tóxico para os tecidos 

periapicais e enfraquece a dentina, reduzindo sua resistência à flexão e resiliência, 

tornando-a mais suscetível à deformação e possivelmente fraturas. A clorexidina tem 

sido sugerida como uma alternativa a NaOCl, sendo amplamente utilizada na 

odontologia como um enxaguante antimicrobiano em periodontia e como irrigante 

eficaz na endodontia, por mostrar um efeito antibacteriano residual prolongado e 

uma relativa ausência de toxicidade. Entretanto, seu uso como irrigante endodôntico 

deve ser restrito porque pode descolorir os dentes e também tem pouca capacidade 

de dissolução do tecido. Outros efeitos secundários incluem perda de sensação da 

mucosa oral, ressecamento subjetivo da cavidade oral e descoloração da língua. 

Para avaliar os efeitos antimicrobianos desses irrigantes na formação de biofilmes, 

esses autores colocaram cada irrigante separadamente em poços de placas de 24 

poços contendo suspensão bacteriana e espécime de dentes bovinos. Neste estudo 

Clorexidina, NaOCl e quitosana nas concentrações testadas reduziram o biofilme 

com Enterococcus faecalis significativamente, mas a baixa toxicidade com quitosana 

nas duas concentrações favoreceu seu uso como irrigante do canal radicular como 

uma alternativa, considerando as várias propriedades indesejáveis de NaOCl e 

clorexidina. 

Almaroof et al. (2017) realizaram um trabalho com o objetivo de desinfectar 

os canais radiculares antes do material obturador tomar presa, adicionando 

monômero EgMA a 20% em dois materiais adesivos utilizados para obturar o canal 

radicular. Esse trabalho foi realizado a partir de formação de biofilme de E. faecalis 

em raízes de dentes bovinos e avaliado quantativamente através de difusão em 

agar, verificando halos de inibição em culturas positivas e também comprovando sua 

redução na comparação do antes e depois em imagens do MEV. Com isso conclui-

se que houve uma ação antimicrobiana do novo composto, sendo necessários mais 

estudos para comprovação dos resultados. 

Bukhary e Balto. (2017) analisaram a eficácia de NaOCl 5,25%, alexidina 1% 

e clorexidina 2% sobre biofilmes de E. faecalis (ATCC 29212) formados em discos 

de dentina radicular de dentes humanos extraídos. Os biofilmes foram formados por 
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3 semanas, e após os tratamentos foram analisados por microscopia confocal 

procurando-se verificar a diferença na proporção do biofilme após o tratamento com 

cada irrigante. Na análise dos resultados, verificou-se que a maior redução na 

proporção de biofilme ocorreu no grupo NaOCl comparando com os outros grupos 

com alexidina e clorexidina. 

Santos (2014) realizaram 38 coletas de canais radiculares de diferentes 

pacientes. As amostras positivas no agar Enterococcus foram submetidas à testes 

fenotípicos e genotípicos para identificação da espécie. Os isolados identificados 

como E. faecium e E. faecalis foram testados quanto à suscetibilidade à antibióticos 

pelo método E-test. Os isolados bacterianos, também, foram avaliados quanto à 

suscetibilidade à terapia fotodinâmica (PDT). Culturas positivas para E. faecalis 

foram encontradas em 22 pacientes (58%). Entre estes pacientes, apenas dois 

tinham E. faecium em infecções mistas com E. faecalis. Nos isolados de E. faecalis, 

27% eram resistentes a antibióticos, incluindo tetraciclina, ciprofloxacina e 

azitromicina. Os isolados de E. faecium não apresentaram resistência aos 

antibióticos testados. Ambos os isolados de E. faecium e E. faecalis apresentam 

susceptibilidade significativa à PDT, incluindo os isolados resistentes aos 

antibióticos. E. faecium mostrou menor prevalência em infecções endodônticas e 

maior susceptibilidade a terapias antimicrobianas quando comparado a E. faecalis.  

Esses trabalhos mostram a importância dos estudos com Enterococcus spp. 

na cavidade bucal, buscando-se entender a prevalência, formas de resistência aos 

agentes antimicrobianos, capacidade de formação de biofilmes e estabelecimento de 

relações ecológicas entre diferentes espécies do gênero. Assim, esse estuvo teve 

como objetivo avaliar a capacidade de E. faecalis e E. faecium em formar biofilmes 

monotípicos e heterotípicos em dentinas radiculares. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

 

O objetivo desse estudo foi comparar cepas clínicas de E. faecium com as 

cepas de E. faecalis em relação a capacidade de formação de biofilme na dentina 

radicular e penetração nos túbulos dentinários. Além disso, foi avaliada a interação 

dessas espécies em biofilmes mistos. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Analisar a capacidade de diferentes cepas de E. faecalis e E. 

faecium em formar biofilme sobre dentinas radiculares por 

meio da contagem de UFC/mL; 

b) Realizar uma avaliação temporal do desenvolvimento dos 

biofilmes de E. faecalis e E. faecium; 

c) Observar a penetração de E. faecalis e E. faecium nos túbulos 

dentinários usando análises de microscopia eletrônica de 

varredura; 

d) Avaliar as interações entre E. faecalis e E. faecium nos biofilmes 

mistos por meio da quantificação de biomassa total usando 

coloração por cristal violeta. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Concluiu-se que as cepas de E. faecalis e E. faecium apresentaram a 

mesma capacidade de formar biofilmes sobre a superfície radicular. Além disso, em 

biofilmes mistos, essas duas espécies estabeleceram relações ecológicas 

sinérgicas, aumentando significativamente a formação de biofilmes. 
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