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Resumo

Enterococcus faecium apresenta resisténcia as principais classes de antimicrobianos, sendo essencial a
descoberta de novas opgdes terapéuticas. Um dos mecanismos que promove resisténcia a agido de
antimicrobianos € o biofilme. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da Cordia salicifolia Cham
(Boraginaceae), uma planta medicinal popular no Brasil, sobre o biofilme de E. faecium. Foram avaliados
isolados de E. faecium (n=12) obtidos de pacientes hospitalizados. O perfil de sensibilidade a
antimicrobianos foi determinado. A atividade antibacteriana dos extratos aquoso e etandlico, obtidos das
folhas e talos da planta, foi avaliada pela determinagdo da concentragdo inibitéria minima e a atividade
sobre o biofilme foi avaliada pelo método de quantificagcdo de biomassa por cristal violeta, apds 24 horas
de incubagado na presenga dos extratos. A maioria dos isolados foi classificada como forte produtora de
biofilme (83,3%) e apresentou resisténcia a vancomicina (91,6%), ampicilina (91,6%), gentamicina (83,3%)
e estreptomicina (50%). Nao foi observada inibicdo do crescimento ou do biofilme pelos extratos de C.
salicifolia, apesar do uso de concentragdo igual a dose toxica para macrofagos. Concluindo, os extratos,
aquoso e etandlico de C. salicifolia ndo apresentam atividade antibacteriana e nem anti-biofilme sobre
isolados clinicos de E. faecium.

Palavras-chave: Biofilme; Cordia salicifolia; Enterococcus faecium; Plantas medicinais; Vancomicina.
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Abstract

Enterococcus faecium is resistant to the main classes of antimicrobials, making it essential to discover new
therapeutic options. One of the mechanisms that promotes resistance to the action of antimicrobials is
biofilm. The objective of this study was to evaluate the effectiveness of Cordia salicifolia Cham
(Boraginaceae), a popular medicinal plant in Brazil, on E. faecium biofilm. Isolates of E. faecium (n=12)
obtained from hospitalized patients were evaluated. The antimicrobial sensitivity profile was determined. The
antibacterial activity of the aqueous and ethanolic extracts, obtained from the leaves and stems of the plant,
was evaluated by determining the minimum inhibitory concentration and the activity on the biofilm was
evaluated by the biomass quantification method by crystal violet, after 24 hours of incubation in the presence
of the extracts. The majority of isolates were classified as strong biofilm producers (83.3%) and showed
resistance to vancomycin (91.6%), ampicillin (91.6%), gentamicin (83.3%) and streptomycin (50%). No
growth or biofilm inhibition was observed by C. salicifolia extracts, despite the use of a concentration equal
to the toxic dose for macrophages. In conclusion, aqueous and ethanolic extracts of C. salicifolia do not

present antibacterial or anti-biofilm activity against clinical isolates of E. faecium.

Keywords: Biofilm. Cordia salicifolia. Enterococcus faecium. Medicinal plants. Vancomycin.

Introducgao

O género Enterococcus é composto por bactérias com morfologia de cocos e comportamento tintorial Gram-
positivoll. Entre as espécies desse género se destacam Enterococcus faecium, patégeno oportunista que
habita comumente o intestino de seres humanos e de outros animais, sendo também encontrado na
naturezalll. Esse microrganismo € um importante agente nosocomial, responsavel por 40% das infecges
hospitalares causadas por esse génerold. E. faecium tem a capacidade de adaptar-se rapidamente ao
ambiente hospitalar e adquirir genes que conferem resisténcia a diversas classes de antimicrobianos
utilizados no tratamento de bactérias Gram-positivas, inclusive aos glicopeptideos, como vancomicina e
teicoplaninalll. Os fenotipos de E. faecium resistentes a vancomicina (VREfm) s&o considerados pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS) como um dos agentes prioritarios para o qual € imperativo encontrar

novas e eficazes estratégias terapéuticas devido a multirresisténcia desse microrganismo5,

Um dos elementos que também contribuem para a resisténcia de E. faecium é a capacidade de produgao
de biofilme, o qual é uma comunidade de microrganismos sésseis ligados a uma superficie bidtica ou
abidtica e unidos por uma matriz de substancias poliméricas extracelulares, formando uma estrutura estavel
e altamente resistente ao sistema imunoldgico do hospedeiro, bem como aos antimicrobianos, dificultando

sua erradicag&ol®7l,

O aumento de linhagens bacterianas cada vez mais resistentes aos antimicrobianos utilizados na clinica faz
com que seja necessario o uso de novos medicamentos. Dentre essas novas possibilidades de agentes
antimicrobianos, as substancias naturais vém recebendo grande atengao de pesquisadores por facilitarem a
adesdo dos pacientes ao tratamentol®. No Brasil, e em outros paises da América Latina, ja existem programas
que monitoram o uso das substancias naturais pela populagdo, identificando as mais utilizadas e realizando
triagem de potenciais atividades antimicrobianas!®. Essas substancias naturais podem ser eficazes inclusive

contra bactérias multirresistentes, além de apresentarem sinergismos com antimicrobianos!d,
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Diversas dessas substancias naturais ja tiveram seu efeito antimicrobiano reportado, como o extrato
etandlico da Mikania glomerata, conhecida popularmente como guaco, comercializada com indicagdo de
uso como expectorante e antigripal, e que apresentou atividade antimicrobiana contra E. faecium, Bacillus
subtilis e Staphylococcus aureus'9. Essas substancias naturais podem atuar também no biofilme, através
da ruptura da membrana externa, capacidade de ligagdo ao complexo adesina-parede celular, interagcdes
com DNA e ligagéo a proteinas!®11:12l resultando em uma diminuigdo da resisténcia aos antimicrobianos!13l.

Varios estudos foram realizados com diferentes espécies do género Cordia, como a C. exaltata com capacidade
antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e S. aureusd. C. dichotoma apresentou
atividade antimicrobiana contra Klebsiella pneumoniael™®. Além da C. verbenacea com atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas’®l, No entanto, até a presente data, ndo ha nenhum estudo sobre o potencial
antimicrobiano de uma das espécies mais conhecidas e utilizadas desse género no Brasil, principalmente nas
regides sul e sudeste, a Cordia salicifolia Cham; 1753 U1, pertencente & familia Boraginaceae, popularmente
conhecida como cafezinho do mato, Bugre e Porangaba. Essa planta tem sido utilizada principalmente na forma
de chés para fins antimicrobianos, anti-inflamatdrios, diuréticos e analgésicos!8l,

Pelo exposto, o objetivo deste estudo experimental foi avaliar a eficacia dos extratos aquoso e etandlico de
C. salicifolia em inibir o crescimento e a capacidade de produgio de biofilme de E. faecium.

Material e Métodos

Material Vegetal

O material vegetal de C. salicifolia, composto por folhas e talo, foi obtido comercialmente na empresa Cha
& Cia Ervas Medicinais (FIGURA 1), mediante certificacdo de andlise e identificagdo boténica (nimero
801/18 R, fornecedor 000466-01, lote do fornecedor 1017).

FIGURA 1: Cordia salicifolia Cham comercializada como Cha de Bugre.
- ; By |

A. Embalagem comercializada. B. Rétulo da embalagem. C. Folhas. D. Arvore.
Fonte: A, B: autores, 2024; C, D: Dra. Ana Maria Soares Pereira, Docente da UNAERP-RP, Brasil
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Extratos aquoso e etandlico de Cordia salicifolia Cham

Os extratos, aquoso e etandlico da C. salicifolia foram obtidos no Laboratério de Farmacologia, da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM). Para a preparagao do extrato aquoso, foi utilizado o
método de infusdo, utilizando-se 10 g de folhas e talos infusionados com 1000 mL de agua destilada
aquecida, durante 10 minutos, em seguida filtrados e os residuos soélidos descartados. Por fim, a infusdo
filtrada foi liofilizada e o extrato seco armazenado. Para a preparagao do extrato etandlico, para cada 100
g de folhas e talos foram usados 1000 mL de alcool etilico (99,7%) para cobri-los e depois macera-los por

15 dias, sendo homogeneizados periodicamente. Em seguida, ele foi filtrado e submetido a evaporagaol'd.
Isolados de Enterococcus faecium

Este estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
e Naturais da UFTM, no periodo de marco a novembro de 2024. Os isolados bacterianos encontravam-se
armazenados em caldo Brain Heart Infusion (BHI), com 30% de glicerol, em freezer - 80 °C. Foram
selecionados 12 isolados de E. faecium obtidos de diferentes espécimes clinicos de pacientes internados
no Hospital de Clinicas da UFTM, entre os anos de 2007 e 2017 (TABELA 1), selecionados por critérios de
variabilidade de espécime, género, idade e ano de identificacdo. Foi realizada a confirmagdo da
identificagdo em espécie através de provas bioquimicas especificas para cocos Gram-positivos, entre as
quais se destacam a prova da produgéo de catalase, prova de tolerancia ao Cloreto de sddio 6,5%, teste
de PYR, teste de motilidade, fermentagdo do manitol e fermentacdo da arabinose, além de provas
complementares como a coloragdo de Gram!2%, Os isolados selecionados neste estudo tiveram o genoma

completo sequenciado em parceria realizada previamente.

TABELA 1: Isolados de Enterococcus faecium analisados.

Isolado Espécime Ano de isolamento Genetro do dade do paciente Diagnéstico Clinico
paciente (anos)
V8 Swab retal 2009 Feminino 85 Cultura de vigilancia na UTI
168 Bile 2007 Feminino 65 Colecistectomia
265 Urina 2008 Masculino 42 Encefalopatia anoxica pos
PCR
276 Urina 2009 Feminino 49 Infecgéo de trato urinario
327 Bile 2009 Feminino 67 Colangite e colecistite
336 Sangue 2009 Masculino 77 Insuficiéncia renal aguda
722 Sangue 2012 Feminino 75 Bacteremia
882 Secregao intra-abdominal 2014 Masculino 26 Laparotomia exploratéria
1117 Swab retal 2016 Masculino 38 Cultura de vigilancia na
clinica médica
1125 Urina 2016 Feminino 60 Acidente vascular cerebral
isquémico
1151 Swab retal 2016 Masculino 58 Cultura de vigilancia na UTI*
1191 Swab retal 2017 Masculino 66 Cultura de vigilancia do
Pronto Socorro

PCR = parada cardiorrespiratéria, UTI = Unidade de Terapia Intensiva.
Fonte: autores, 2024.
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Avaliagdo da concentragao inibitéria minima de antimicrobianos

O perfil de sensibilidade dos isolados foi analisado pelo método de diluicdo em caldo seguindo protocolos
do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), a fim de determinar a concentragao inibitéria minima (CIM)

dos antimicrobianos vancomicinas, ampicilina, gentamicina e estreptomicinal2!l,

Foram preparadas solugbes estoque dos antimicrobianos a serem testados, e realizadas diluigdes seriadas
dessas solugbes em caldo Mueller Hinton, em placas de 96 pocos de poliestireno. As concentragdes dos
antimicrobianos vancomicina e ampicilina variaram de 0,5 a 256 ug/mL, gentamicina de 1 a 512 yg/mL e
estreptomicina de 1,95 a 1000 pg/mL. Foram preparadas suspensdes dos isolados de E. faecium, apos
descongelamento e cultivo em placas de Petri contendo agar Mueller Hinton, a 37°C, durante 24 horas.
Posteriormente, foi preparada uma suspensdo das coldénias em caldo Mueller Hinton com turvagao
equivalente a 0,5 MacFarland (1,5 x 108 UFC/mL), utilizando espectrofotometro (Pro-analise), no qual
deveria apresentar densidade 6ptica entre 0,08 - 0,13, & 600 nm (OD600). Em cada pogo da placa com
antimicrobianos foram inoculados 20 uL da suspenséo bacteriana, dispondo 11 pogos por isolado, sendo

um isolado por linha. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa (LimaTec) a 37°C, por 24 horas.

Em cada placa havia uma coluna de pogos para controle de crescimento contendo caldo Mueller Hinton e
suspenséao bacteriana, uma coluna de pogos para controle de esterilidade contendo apenas caldo Mueller
Hinton, uma linha para controle do antimicrobiano contendo a suspenséo de um isolado de linhagem de
referéncia ATCC 29212 sensivel a ele, além de uma linha de um isolado de linhagem de referéncia ATCC

512909 resistente a ele, todos estabelecidos pelo CLSIZ1,

O resultado foi interpretado por meio de luz transmitida, sendo a CIM a menor concentragdo de
antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano, tornando o pogo com aspecto

visualmente limpido.

Avaliagao da concentragao inibitéria minima do extrato aquoso de Cordia salicifolia Cham

A determinagéo da CIM do extrato aquoso de C. salicifolia contra os isolados de E. faecium foi realizada

conforme a metodologia descrita por Filho et a2, com adaptagdes.

O extrato aquoso foi diluido em uma solugéo de caldo Mueller Hinton com 10% de dimetilsulféxido (DMSO)
até atingir a concentragdo de 1000 mg/mL, concentragédo citotéxica média para macréfagos humanos

determinada no Laboratorio de Farmacologia da UFTMUI2,

Em uma placa de 96 pocgos, foi adicionado 40 pyL do extrato aquoso em diluigdes seriadas com
concentragdes entre 1000 e 1,95 mg/mL nos pogos, sendo uma concentragdo em cada coluna. Em seguida,
foram adicionadas 160 yL da suspenséao bacteriana de cada isolado, preparadas da mesma forma do teste
de CIM dos antimicrobianos, sendo um isolado por linha. Os controles foram o caldo Mueller Hinton para
controle de esterilidade, a ATCC 29212 (sensivel a vancomicina) inoculada com vancomicina para controle
de execucdo correta da metodologia, suspensdes bacterianas para controle de crescimento, além de
controle de toxicidade do DMSO contendo a suspenséao bacteriana + DMSO + agua utilizada como solvente
do extrato, conforme FIGURA 2. A placa foi incubada a 37°C, por 24 horas e analisada da mesma forma

da placa de CIM dos antimicrobianos.
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FIGURA 2: Mapa da placa de concentracao inibitéria minima do extrato aquoso de Cordia salicifolia Cham.
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Fonte: autores, 2024.

Avaliagdo da concentracao inibitéria minima do extrato etandlico de Cordia salicifolia Cham

A determinacgédo da CIM do extrato etandlico de C. salicifolia contra os isolados de E. faecium foi feita
seguindo a mesma metodologia do extrato aquoso, sendo alterada apenas a diluigdo. O extrato etandlico
foi diluido em uma solugao de caldo Mueller Hinton com 20% de DMSO, devido sua menor solubilidade em
agua, até atingir a concentracdo de 0,06 mg/mL, dose citotoxica média que foi determinada no Laboratério
de Farmacologia da UFTM. Foram testadas concentragbes de 0,06 a 0,00012 mg/mL de extrato etandlico

de C. salicifolia contra E. faecium.
Avaliacao da Concentragao Bactericida Minima

Apos a leitura das placas de CIM dos extratos aquoso e etandlico, foi realizada a avaliagdo da concentragao
bactericida minima (CBM) dos extratos sobre os isolados de E. faecium. Seguindo o protocolo padrdo do
CLSI2Y, com adaptagdes, foram removidos 10 uL dos pogos em que n&o houve turvagao, ou seja, aqueles
em que os extratos inibiram o crescimento bacteriano, dos pogos com a maior concentragéo de extrato, dos
pogos com a menor concentragdo de extrato e, também dos pogos sem extrato. Todos foram cultivados em
placas de agar Mueller Hinton, incubados & 37°C, por 24 horas. Posteriormente, foi feita a verificacdo do

local onde foram inseridos, identificando um possivel crescimento bacteriano.
Deteccao e classificagao de producgao de biofilme

Para cada isolado de E. faecium selecionado foi realizada uma analise do seu nivel de produgéo de biofilme,
baseando-se na metodologia de Stepanovic et al28l; com adaptagdes. Foram preparadas suspensoées
bacterianas, com densidade 6ptica a 600 nm (OD600) de 0,2, a partir de cultivos dos isolados em agar BHI,

incubados a 37°C, por 24 horas.

Em seguida, foi feito o indculo na placa de 96 pogos de fundo chato. Iniciando pelos controles, adicionou-

se 200 pL de caldo BHI em 6 pogos, que foram os controles de esterilidade. Para o controle de formagao
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de biofilme, adicionou-se 200 uL de suspenséao bacteriana da ATCC 29212, que é uma forte produtora de
biofilme, em 6 pocos. Em seguida, os outros isolados foram adicionados, sendo 6 pogos com 200 pL de
suspensao bacteriana para cada, conforme FIGURA 3. A placa foi incubada a 37°C, por 24 horas. Todo o
experimento foi realizado em duplicata.

FIGURA 3: Mapa da placa de avaliagdo da produgao de biofilme por Enterococcus faecium.
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Fonte: autores, 2024.

Em seguida, os pogos foram lavados com solugédo tamponada, removendo qualquer material que n&o fosse
o biofilme formado. Esse biofilme foi fixado com metanol, corado com cristal violeta a 2% e homogeneizado
com acido acético 33%. Finalizou-se com a leitura das placas em aparelho leitor de placas de microtitulagéo
(ThermoPlate) a 570 nm (OD570), no qual o valor de densidade optica corresponde a quantidade de
biomassa no pogo. A absorbancia final de cada isolado foi a média das absorbancias dos 6 pogos. O
fluxograma da metodologia resumida pode ser visualizado na FIGURA 4.
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FIGURA 4: Fluxograma ilustrado da metodologia de andlise de biofilme.
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Fonte: autores, 2024.

Finalmente, foi definido um valor de cut-off para a placa, e foram realizados os célculos para classificar os

isolados, conforme proposto por Stepanovic et af23l,

Avaliacao dos extratos de Cordia salicifolia Cham sobre o biofilme

Apo6s classificar cada isolado, iniciou-se o ensaio de produgéo de biofilme na presenca dos extratos da
planta, seguindo a metodologia descrita por Pavao et al24l, com modificagdes. Apds o preparo da suspensdo
bacteriana com densidade éptica a 600 nm (OD600) de 0,2, a placa de 96 pogos de fundo chato foi cultivada,
adicionando-se 160 uL de cada suspensao bacteriana em 12 pogos, entre eles 6 pogos recebem 40 pL de
uma dose sub-inibitéria do extrato de C. salicifolia e os outros 6 recebem uma dose com metade dessa
concentragéo, conforme FIGURA 5. Apds o cultivo, resumidamente, a placa foi lavada, fixada, corada e foi
feita a leitura, tudo em duplicata, seguindo os mesmos passos da avaliagdo inicial de biofilme sem os
extratos. Apds fazer a leitura da placa e os calculos necessarios, baseando-se na média de absorbancia
dos seis pogos de cada isolado, média de absorbancia dos seis pogos do controle negativo e desvio padrao
do controle negativo, o cut off estabelecido por placa, cada isolado foi classificado quanto a produgdo de

biofilme na presencga dos extratos de C. salicifolia, seguindo os critérios de Stepanovic et aff23l,
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FIGURA 5: Mapa da placa de biofilme do Enterococcus faecium com extrato de Cordia salicifolia Cham.
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Fonte: autores, 2024.

Por fim, foi feita uma analise comparativa entre a classificagdo de produgao de biofilme de cada isolado
puro e na presencga de diferentes concentragdes de extratos aquoso e etandlico da C. salicifolia, verificando

se o extrato foi capaz de inibir, diminuir ou potencializar o biofilme bacteriano.

Resultados e Discussao

Rendimento dos extratos aquoso e etandlico

O rendimento dos extratos aquoso e etandlico é influenciado por diversos fatores ambientais, como o clima
e a parte da planta utilizada24. Nos estudos realizados no Laboratério de Estudos Farmacologicos da
UFTM, o extrato aquoso apresentou uma concentragao citotoxica média para macréfagos humanos muito
alta em comparagao ao extrato etandlico, sendo necessario o uso de maior quantidade de extrato aquoso
nos experimentos. Para que pudessem ser realizadas todas as analises, o extrato aquoso precisaria ter um
melhor rendimento. Portanto, devido a quantidade insuficiente, ndo foi feita a analise da eficacia do extrato

aquoso de C. salicifolia contra o biofilme do E. faecium, apenas a determinacdo de sua CIM e CBM.

Avaliagado da Concentragao Inibitéria Minima de Antimicrobianos

Entre os 12 isolados de E. faecium analisados, 11 (91,6%) foram resistentes a vancomicina, 11 (91,6%)
foram resistentes também a ampicilina, 10 (83,3%) & gentamicina e 6 (50%) a estreptomicina, sendo essa
resisténcia a gentamicina e estreptomicina uma resisténcia de alto nivel (FIGURA 6). Essa multirresisténcia
aos antimicrobianos mais utilizados na clinica médica, principalmente a vancomicina, esta em conformidade

com a ampla revisdo bibliogréafica realizada por Jabbari et al.l23,
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FIGURA 6: Perfil de resisténcia dos isolados de Enterococcus faecium aos antimicrobianos vancomicina, ampicilina,
gentamicina e estreptomicina.

12

10

Quantidade de Isolados resistentes

Vancomicina Ampicilina Gentamicina Estreptomicina

Antimicrobiano

Fonte: autores, 2024.

A revisdo de Jabbari et al.2¥ também destaca que o fendtipo VRE foi responsavel por algumas das
infecgbes hospitalares fatais causadas por Enterococcus. Jabbari et all?® ainda destacaram um
levantamento feito pela OMS em diversos paises, que aponta o Brasil com alta prevaléncia de isolados de

VRE, com mais de 60% dos isolados analisados sendo VRE.

Avaliagdo da concentragao inibitéria minima dos extratos aquoso e etandlico de Cordia salicifolia
Cham

As concentragdes maximas de extratos aquoso e etandlico de C. salicifolia testadas contra os isolados de
E. faecium foram iguais a suas concentragdes citotoxicas médias, sendo 1000 mg/mL para o extrato aquoso
e 0,06 mg/mL para o extrato etandlico. Essas concentragdes maximas e suas sub-doses nao foram capazes
de inibir o crescimento bacteriano dos 12 isolados analisados de E. faecium e das ATCCs de E. faecalis
29212 e 51299 (TABELA 2).

TABELA 2: Concentragdo inibitéria minima dos extratos aquoso e etandlico de Cordia salicifolia Cham contra os isolados
de Enterococcus faecium.

Isolado Concentragao inibitoria minima do extrato | Concentragao inibitoria minima do extrato
aquoso de C. salicifolia (mg/mL) etandlico de C. salicifolia (mg/mL)
V8 > 1000 > 0,06
168 > 1000 > 0,06
265 > 1000 > 0,06
276 > 1000 > 0,06
327 > 1000 > 0,06
336 > 1000 > 0,06
722 > 1000 > 0,06
882 > 1000 > 0,06
1117 > 1000 > 0,06
10
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Isolado Concentragao inibitoria minima do extrato | Concentragao inibitoria minima do extrato
aquoso de C. salicifolia (mg/mL) etandlico de C. salicifolia (mg/mL)
1125 > 1000 > 0,06
1151 > 1000 > 0,06
1191 > 1000 > 0,06
E. faecalis ATCC 29212 > 1000 > 0,06
E. faecalis ATCC 51299 > 1000 > 0,06

Fonte: autores, 2024.

N&o foram encontrados na literatura outros estudos de avaliagdo da CIM dos extratos, aquoso ou etandlico,
da C. salicifolia contra E. faecium ou outras espécies bacterianas. No entanto, em estudo realizado com
outra espécie do género, C. verbenacea, a andlise da atividade antimicrobiana do 6leo essencial revelou
sensibilidade quando testado com bactérias Gram-positivas como S. aureus e S. epidermidis, enquanto
bactérias Gram-negativas apresentaram resisténcial'®l,

Avaliagido da Concentracido Bactericida Minima

Embora ndo houvesse uma CIM nas concentragdes testadas, foi realizada a analise da CBM28 para
verificar se os extratos poderiam ter qualquer efeito bactericida quando avaliados em condigbes diferentes
daquelas analisadas na microplaca de 96 pogos. Foram avaliados o crescimento de E. faecium em agar
Mueller Hinton na presenga da maior concentragdo testada dos extratos, na presenga da menor
concentragao testada dos extratos, além do crescimento na auséncia dos extratos utilizados como controle
(FIGURA 7). Em todas as analises houve crescimento bacteriano, reforgando o resultado de que, nestas
concentragdes os extratos, aquoso e etandlico de C. salicifolia, ndo apresentaram atividade antimicrobiana
contra esses isolados de E. faecium.

FIGURA 7: Analise da concentragdo bactericida minima dos extratos aquoso e etandlico de Cordia salicifolia Cham.

A: Avaliagao do crescimento com a maior concentragdo do extrato e sem extrato. B: Avaliagdo do crescimento com a
maior concentragéo do extrato e com a menor concentragéo do extrato.

Fonte: autores, 2024.
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Deteccao e classificagao de produgao de biofilme

Entre os 12 isolados analisados e classificados através da metodologia descrita23], 10 (83,3%) foram
classificados como forte produtores de biofilme e 2 (16,7%) foram moderados produtores de biofiime, néo

houve nenhum isolado que n&o produzisse ou fosse fraco produtor de biofilme.

Esses resultados convergem com os estudos de Pavao et afl24l, que também analisaram a produgéo de
biofilme por diferentes espécies bacterianas e de diferentes sitios de isolamento, sendo os isolados

hospitalares os maiores produtores de biofilme.

Além de serem altamente capazes de produzir biofilme, esses isolados apresentaram alta resisténcia aos
antimicrobianos testados, sugerindo uma relacdo entre a capacidade de formagdo de biofiime e a
resisténcia aos antimicrobianos, como descrito por Lewis et alZ7l, uma bactéria com biofilme maduro pode
tolerar concentragdes até 1000 vezes maiores em comparagéo a bactérias planctdonicas. Também corrobora
para essa tese, o estudo de Silva et al.l28l no qual foi reportado que os isolados analisados de E. faecium e
outras espécies foram majoritariamente fracos produtores de biofilme e apresentaram menor resisténcia

aos antimicrobianos.
Avaliacao dos extratos de Cordia salicifolia Cham sobre o biofilme

A concentragao citotdxica média do extrato etandlico da C. salicifolia igual a 0,06 mg/mL e suas diluigbes
nao apresentaram inibicao da produgéo de biofilme do E. faecium. Em dois isolados (276 e 882) a presenga
do extrato alterou a classificacdo, passando de moderados para fortes produtores de biofilme ao serem
cultivados com o extrato etandlico. Em um dos isolados (722) analisados, a concentragédo de 0,03 mg/mL
apresentou algum efeito de inibicdo sobre o biofilme, passando de forte para moderado produtor, mas na

concentracéo de 0,06 mg/mL ele voltou a apresentar uma forte producao de biofilme (TABELA 3).

TABELA 3: Produgéo de biofilme por isolados de Enterococcus faecium na auséncia e na presenga de 0,03 mg/mL e
0,06 mg/mL de extrato etandlico de Cordia salicifolia Cham.

Producgéo de biofilme Producgéo de biofilme com 0,03 Producéao de biofilme com 0,06
Isolado sem extratos de C. mg/mL de extrato etandlico de C. mg/mL de extrato etandlico de C.
salicifolia salicifolia salicifolia
V8 Forte Forte Forte
168 Forte Forte Forte
265 Forte Forte Forte
276 Moderado Moderado Forte
327 Forte Forte Forte
336 Forte Forte Forte
722 Forte Moderado Forte
882 Moderado Forte Forte
1117 Forte Forte Forte
1125 Forte Forte Forte
1151 Forte Forte Forte
1191 Forte Forte Forte
E. faecalis ATCC 29212 Forte Forte Forte

Fonte: autores, 2024.
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Diferentemente do presente estudo, Santos et al.2 reportaram a eficacia dos extratos de Salvia officinalis e
Glycyrrhiza glabra sobre o biofilme de E. faecium e E. faecalis. Essas plantas inibiram o biofilme quando usadas

simultaneamente, tendo eficacia comparavel a clorexidina, um antisséptico quimico com agao antibacteriana.

No entanto, Glasenapp et al.B% que analisaram a atividade dos extratos de duas espécies de plantas,
Bruguiera cylindrica e Laguncularia racemosa, em diferentes fases da produgédo de biofilme de alguns
microrganismos, reportaram que o extrato de B. cylindrica aumentou a capacidade de ades&o do biofilme
de E. coli (ATCC 25404). Além disso, os extratos de B. cylindrica e L. racemosa nao alteraram a quantidade
de biomassa celular do biofilme de E. coli, e ainda, promoveram um aumento das substancias poliméricas
extracelulares, que formam uma camada viscosa que torna o agregado de bactérias mais resistente,
caracterizando o biofilme. Esse aumento pode ser justificado pela capacidade dessas plantas em modular

a composigcao quimica da matriz do biofilme.

Conclusao

Os resultados do presente estudo indicaram que os extratos, aquoso e etandlico, obtidos de folhas e talos de C.

salicifolia ndo apresentaram atividade antibacteriana nem anti-biofilme em isolados clinicos de E. faecium.
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