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RESUMO 

 

 

Os enterococos são uma das principais causas de infecções relacionadas à assistência à saúde, 

devido ao aumento da resistência a uma vasta gama de antibióticos. Enterococcus faecium e 

Enterococcus faecalis são os isolados mais comuns. O desenvolvimento de resistência à 

vancomicina tem sido descrito a partir do final da década de 80 e desde então foi observado um 

aumento das infecções e colonizações por VRE. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade 

antibiótica da substância bioativa produzida por Pseudomona aeruginosa, cepa LV, sobre 

células planctônicas e biofilme de E. faecium resistente à vancomicina (VREfm). Avaliou-se a 

atividade antibiótica em células planctônicas por microdiluição, determinando a concentração 

inibitória mínima (CIM) e o efeito da ação desta substância sobre a viabilidade celular, adesão 

à superfície de poliestireno e formação de biofilme. A menor concentração capaz de inibir 100% 

do crescimento foi de 15,6 µg mL-1. Na curva de crescimento e tempo de morte observou-

se uma redução das células viáveis entre 2-8 horas. A substância F3d provocou redução, de 

60%, na inibição de adesão das amostras de VREfm em superfície de poliestireno nas 

concentrações de 15,6 µg mL-1 e 7,8 µg mL-1. Houve uma diminuição de 80% de células 

viáveis durante a formação do biofilme, nas mesmas concentrações, e ainda uma redução 

acima de 50% do biofilme formado, na concentração de 250 µ g mL-1, com significativa 

redução da viabilidade celular. A atividade efetiva antibiótica e a baixa toxicidade para o 

hospedeiro sugerem um potencial agente antibacteriano. Entretanto, novos estudos 

farmacológicos serão necessários para confirmar esta hipótese. 

 

Palavras Chave: enterococcus spp.; enterococcus faecium resistente à vancomicina 

(vrefm); pseudomonas sp.; biofilme. 
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ABSTRACT 

 

 

Enterococci are one of the main causes of health care related infections due to increased 

resistance to a broad range of antibiotics. Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis are 

the most common isolates. The development of Vancomycin resistance has been described from 

the end of the 80's and since then an increase in infections and colonization by vancomycin 

resistance Enterococcus (VRE) has been observed. The aim of this study was to evaluate the 

antibiotic activity of the bioactive substance produced by Pseudomonas aeruginosa (LV strain) 

on planktonic cells and biofilms of Vancomycin Resistant E. faecium (VREfm). We evaluated 

the antibiotic activity planktonic cells in microdilution by determining the minimum inhibitory 

concentration (MIC) and the effect this substance’s action on the cell viability, adhesion to 

polystyrene surface and biofilm formation. The lowest concentration able to inhibit 100% 

growth was 15.6 µ g mL-1. Regarding the growth curve and death-time, a reduction of 

viable cell within 2-8 hours was observed. The F3D substance caused a significant 

reduction, above 60%, in inhibiting adhesion of VREfm samples to polystyrene surface in 

concentrations of 15.6 µg mL-1 and 7.8 mg L-1 µg mL-1. There was an 80% decrease of 

viable cells for biofilm formation at the same concentrations and also a reduction of over 

50% of the formed biofilm at the concentration of 250 µg mL-1, with a significant reduction 

in cell viability. The effective antibiotic activity and low toxicity to the host suggest a 

potential antibacterial agent. However, new pharmacological studies are needed to confirm 

this hypothesis. 

 

Key words:  enterococcus  spp.;  vancomycin  resistant  enterococcus  faecium  (vrefm); 

pseudomonas sp.;biofilm. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Enterococcus sp. resistente à vancomicina (VRE) vem sendo considerado, em 

diversos países, como um importante patógeno de infecções relacionadas à assistência à saúde. 

São bactérias Gram-positivas, cocos ovais anaeróbios facultativos que formam cadeias de 

vários comprimentos. Resistentes e versáteis, com uma habilidade especial para resistir a 

condições adversas, incluindo altas concentrações de sal e a uma vasta gama de temperaturas 

(10 °C a > 45 °C). Dessa forma, estão amplamente distribuídos na natureza com capacidade 

para sobreviver e se desenvolver em vários ambientes, principalmente no solo e na água 

(MURRAY, 1990). 

A resistência aos antibióticos tornou-se um grande problema de saúde pública e 

clínica que afeta uma grande porcentagem da população. A intensa pressão seletiva, decorrente 

do uso indiscriminado ou errôneo de antimicrobianos de amplo espectro para controle das 

infecções, induz à evolução e disseminação de micro-organismos altamente resistentes 

denominados multirresistentes (MR) ou organismos resistentes a múltiplos antimicrobianos 

(Multdrug-Resistent Organisms- MDRO). Entretanto, não comumente, alguns estudos têm 

descrito micro-organismos completamente adaptados a este ambiente de pressão 

antimicrobiana, mostrando que eles não apenas crescem na presença de altas concentrações de 

antimicrobianos, como também utilizam estas substâncias como fator de crescimento, como por 

exemplo os VRE (BERT et al, 2009). 

Mais de 70% das bactérias que causam infecções relacionadas à assistência à saúde 

são resistentes a pelo menos um dos medicamentos mais comumente utilizados no seu 

tratamento. Isso justifica a necessidade permanente de novos antibióticos, já considerando que 

a maioria dos medicamentos serão eficazes por pouco tempo e a resistência será inevitável 

(FISCHBACH e WALSH, 2009). 

O gênero Enterococcus tem sido descrito formando biofilmes em vários aparehos 

médicos como catéteres, lentes intraoculares e válvulas cardíacas sendo responsáveis por 

endoftalmites, infecções de feridas cirúrgicas e periodentais (GILMORE e KOBAYAKAWA, 

2005; KOBAYAKAWA e GILMORE, 2005; MOHAMED e  HUANG, 2007; TENDOLKAR 

et al, 2004) 

Sabe-se que os metabólitos bacterianos são promissores para o desenvolvimento de 

novos  agentes  antimicrobianos.  Por  exemplo,  a  platensimicina,  isolada  de  Streptomyces 
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platensi, apresentou atividade inibitória de amplo espectro contra bactérias Gram-positivas e 

encontra-se em fase de estudos pré-clínicos (GUIMARÃES, 2010). 

A pesquisa por novos antibióticos é contínua, com o objetivo de combater 

patógenos, bactérias e fungos naturalmente resistentes e aqueles que possam desenvolver 

resistência. Adicionalmente, também, otimizar as propriedades farmacológicas dos antibióticos 

já existentes. Entre os micro-organismos produtores de antibióticos destacan-se bactérias do 

gênero Pseudomonas. (DEMAIN, 2000). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar a atividade antibiótica do metabólito secundário fração 3d acetato de etila 

produzido por Pseudomonas aeruginosa cepa LV sobre células planctônicas e biofilme de 

Enterococcus faecium resistentes a Vancomicina e formadores de biofilme (esp). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

• Avaliar  a  atividade  antibiótica  in  vitro  por  determinação  da  concentração 

inibitória mínima contra E. faecium VRE; 

• Determinar a cinética do efeito da fração F3d na curva de tempo de morte de E. 

faecium VRE; 

• Avaliar a ação antibiótica sobre a formação de biofilme e sobre biofilmes 

maduros de E. faecium VRE; 

• Avaliar a ação da F3d sobre a adesão de E. faecium VRE em superfície de 

poliestireno. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1 Características gerais de Enterococcus spp. 

 

 

Bactérias do gênero Enterococcus caracterizam-se como células Gram-positivas, 

ovóide e não-esporuladas, dispostas em células individuais, pares ou cadeias curtas, podendo 

ou não apresentar motilidade. São anaeróbios facultativos, com necessidades nutricionais 

complexas e um metabolismo que apresenta o ácido lático como principal produto da 

fermentação da glicose. Apresentam-se como micro-organismos não produtores de catalase, 

mas algumas cepas produzem pseudo-catalase (HARDIE e WHILEY, 1997). Sua temperatura 

ótima de crescimento é 35°C, mas pode variar de 10 a 45°C (FACKLAM e COLLINS, 1989). 

Podem ser cultivados na presença de NaCl (6,5%) e pH 9,6. São capazes de hidrolisar esculina 

em presença de 40% de bilirrubina e produzir pirrolidonil arilamidase (PYR) (TEIXEIRA; 

FACKLAM, 2004). 

Enterococos são tipicamente encontrados no trato intestinal e fezes do homem e 

outros animais (MURRAY, 1990). São organismos comensais que têm potencial de causar 

doença, podem ser isolados do trato geniturinário, corrente sanguínea, lesões intra-abdominais, 

feridas de queimaduras, endocárdio, trato biliar (HARDIE e WHILEY, 1997). 

Em meados de 1930, os enterococos eram classificados como Streptococcus , sendo 

as espécies mais comuns Streptococcus faecalis seguida pela Streptococcus faecium 

(MURRAY, 2000). Em 1980, embasado nas diferenças genéticas, os enterococcus deixaram de 

pertencer ao gênero Streptococcus e foram designados Enterococcus (SCHLEIFER; KLIPPER- 

BLAZ, 1984). 

O gênero Enterococcus compreende vinte e oito espécies diferentes: E. avium, E. 

asini, E. canis, E. casseliflavus, E. cecorum, E. columbae, E. dispar, E. durans, E. faecalis, E. 

faecium, E. flavences, E. gallinarum, E. glivus, E. haemoperoxidus, E. hirae, E.malodratus, E. 

moraviensis, E. mundtti, E. pallens, E. phoeniculicola, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, 

E. saccharolyticus, E. sacharominimus, E. solitarius, E. sulfureus, E. villorum. Sua filogenia 

baseia-se na análise das sequências nucleotídicas do gene que codifica para RNA ribossomal 

16S e hibridação de DNA-DNA genômico (SCHLEIFER; KLIPPER-BLAZ, 1984; 

SCHABERG; ZERVOS, 1986; MURRAY, 1990; KONEMAN et al, 2001). 

E. faecium são patógenos oportunistas que podem causar infecções severas em 

diferentes sistemas do corpo, particulamente em pacientes imunossuprimidos (BALDASSARI 
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et al., 2004). 

E. faecium e E. faecalis são as espécies mais comuns para causar infecções. Durante 

as últimas décadas, E. faecium tornou-se um dos responsáveis pela maioria das infecções 

relacionadas à assistência à saúde, devido ao aumento da resistência aos antibióticos. 

(SIEVERT, et al., 2013). 

Uma das principais razões da constância destes micro-organismos em ambiente 

hospitalar é a resistência intrínseca a vários antibióticos comumente utilizados, como: β- 

lactâmicos, clindamicinas e fluorquinolonas. E ainda, por sua habilidade em adquirir resistência 

a outros antibióticos, como aminoglicosídeos e glicopeptídeos, através da aquisição de material 

genético por transferência de plasmídeos e transposons (CLEWELL, 1990; CHANG et al., 

2003). 

 

3.2 Fatores de virulência 

 

 

Os fatores de virulência de determinadas bactérias são codificados por sequências 

gênicas localizadas em regiões específicas do genoma, denominadas ilhas de patogenicidade 

(Pathogenicity Islands - PAI) (HACKER; KAPER, 2000). 

Shankar et al. (2002) descreve a primeira PAI clássica em Enterococcus spp. em 

amostras de E. faecalis multirresistentes isolados de amostra clínica. Essa região do genoma 

codifica as transposases e sequências reguladoras os quais controlam a transcrição de genes que 

codificam proteínas com importantes funções na expressão dos fatores de virulência. 

O fator de virulência associado à endocardite, denominado efaA, que apresenta 

propriedades de adesinas, foi obtido a partir do antígeno dominante de 37 kDa do soro de 

pacientes com endocardite infecciosa causada por E. faecalis. O gene que codifica este antígeno 

foi clonado, sequenciado e designado efaA (AITCHISON et al., 1987). Apresenta uma 

sequência de aminoácidos homóloga a proteína de estreptococcus com propriedades de adesão 

(MURRAY, 2000). 

A substância de agregação (AS/AGG) é uma proteína presente na superfície do 

micro-organismo, codificada por plasmídeos de conjugação, onde promove a formação de 

agregados celulares e intensificam a virulência do micro-organismo. Atuando para colonização 

do micro-organismo como adesina e invasina, capaz de promover a ligação do enterococcus à 

superfície da célula epitelial devido à sua capacidade de ligação a grande variedade celular nas 

proteínas β2-integrinas de células epiteliais intestinais e da matriz extracelular (fibronectina, 
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colágeno tipo 1) (SARTINGEN et al., 2000; ROZDZINSKI et al., 2001). 

A gelatinase, codificada pelo gene cromossomal gelE, é uma protease extracelular 

capaz de hidrolisar colágeno, caseína, hemoglobina, gelatina e pequenos peptídeos (SU et al., 

1991). 

Citolisina é uma proteína capaz de lisar células animais (BOOTH, 1996). Expressa 

por linhagens de enterococcus,é uma toxina bacteriana encontrada tanto em plasmídeos quanto 

no cromossomo. Está relacionada à estreptolisina O, uma classe de bacteriocinas, exercendo 

atividade tanto citolítica quanto bactericida contra micro-organismos Gram-positivos 

(GILMORE et al., 1994; HANCOCK e GILMORE, 2000). Codificada por um operon que 

consiste de 8 genes que podem estar localizados em um plasmídeo ou no cromossomo 

bacteriano. Os genes presentes no operon da citolisina são: cylR1, cylR2, cylLL, cylL s, cylM, 

cylB, cylA e cylI. Os genes cylLL e cylLs codificam a grande e a pequena subunidade da 

citolisina, respectivamente. Juntos constituem o componente lítico, e cylA codifica componente 

ativador. Citolisina aparece em até 60% de E. faecalis isolados de surtos (MURRAY, et al., 

2000). 

A produção de citolisina parece contribuir significativamente para o aumento da 

severidade da endocardite (CHOW et al., 1993) 

A proteína de superfície de Enterococcus (esp) é uma molécula localizada na parede 

celular, codificada pelo gene cromossomal esp, atua como adesina contribuindo para 

colonização e persistência do patógeno no trato geniturinário, com atividade direta na ligação 

da matriz extracelular do hospedeiro humano, promovendo a colonização. Vários estudos têm 

reportado a presença do gene esp em isolados de E. faecium e E. faecalis (SHANKAR et al., 

1999; SHANKAR et al., 2001; WOODFORD; SOLTANI; HARDY, 2001; WILLEMS et al., 

2001; RUZON et al., 2009). È constituída por 1873 aminoácidos e possui características de 

outras proteínas de superfícies de bactérias Gram positivas. (GILMORE, et al., 2002). Em E. 

faecalis, a presença do gene esp tem sido associada ao aumento de virulência (SHANKAR et 

al., 1999), colonização e formação de biofilme (TOLEDO-ARANA et al., 2001). 

A proteína esp permite a colonização da bexiga em modelos experimentais de 

infecção do trato urinário e confere aos enterococos a capacidade de produção de biofilmes 

(SHANKAR, et al., 2002). 

O gene esp foi associado com capacidade de Enterococcus para formar biofilmes e 

aderir à superfície de poliestireno (TOLEDO-ARANA, et al., 2001). A expressão do gene esp 

varia entre as linhagens, e depende das condições de crescimento sendo quantitativamente 
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correlacionada com a aderência inicial ao poliestireno e para a formação de biofilme (VAN 

WAMEL, et al., 2007). 

 

3.3 Biofilme 

 

 

Biofilme é uma comunidade complexa e estruturada de micro-organismos, com um 

extraordinário grau de organização celular envolta por uma matriz extracelular de 

polissacarídeos aderidos entre si a uma superfície ou interface. Experimentos demonstram que, 

quando organizadas em biofilmes, as bactérias são capazes de sobreviver aos tratamentos de 

antibióticos em concentrações de até mil vezes mais alta do que aquelas utilizadas para matar 

células plactônicas (HOIBY, et al., 2010; MUSK, et al., 2006). 

A formação do biofilme é muitas vezes regulada por mecanismos de quorum- 

sensing, formas de comunicação intra e interespécies microbianas, que permitem aos micro- 

organismos modular seu comportamento, alterando a expressão genética e sendo a base do 

processo as variações nas densidades populacionais (MOHAMED e HUANG, 2007). 

Durante as várias fases de desenvolvimento e secções do biofilme, as células estão 

em diferentes estágios fisiológicos. As que se encontram na base podem estar mortas ou lesadas, 

enquanto que as mais próximas da superfície estão em crescimento ativo. Entretanto, mesmo 

com essa diversidade fisiológica, pode-se sugerir que, no biofilme, as células estão no “status” 

equivalente à fase estacionária de crescimento, mantendo baixa atividade metabólica, porém 

suficiente para provocar e manter a inflamação (CHAVES DE PAZ, 2007). 

O crescimento bacteriano no biofilme é uma espécie de adaptação, na qual a 

comunidade de micro-organismos torna-se absorvida por uma superfície sólida e é embebida 

numa matriz. Muitos micro-organismos aderem-se a essa superfície formando uma fina 

película. Esta matriz constitui 85% do volume do biofilme (PORTENIER, et al., 2003) e é 

constituída de substâncias poliméricas extracelulares produzidas pelas próprias células 

bacterianas. As mais profundas são expostas a condições ambientais como decréscimo de 

tensão de oxigênio, resultando em fenótipos alterados em termos de níveis de crescimento e 

transcrição de genes, o que pode facilitar certas características de sobrevivência e fatores de 

virulência (CATE, 2006). 

A arquitetura definida do biofilme proporciona um ambiente ideal para a troca de 

material genético entre bactérias aumentando a resistência inata aos antibióticos (DONLAN, 

2002). 
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A formação do biofilme ocorre por uma série de processos: inicia-se com a adesão 

inicial de células planctônicas à superfície seguida por proliferação e acúmulo de camada de 

células e formação da comunidade microbiana, embebida em matriz de exopolissacarídeo 

produzidas por si mesma. A adesão e a formação do biofilme são limitadas por características 

do micro-organismo, tais como expressão dos fatores de virulência e a produção de cápsula 

exopolimérica do material aderente e do meio envolvendo o micro-organismo, como pH, 

temperatura, tempo de agitação e uma variedade de outros fatores (FLACH; KARNOPP; 

CORÇÃO, 2005). 

De acordo com Lewis (2011), três fatores podem ser considerados para explicar a 

resistência dos biofilmes aos antimicrobianos: a penetração restrita da droga no interior das 

comunidades microbianas, a características de crescimento lento apresentada por algumas 

células presentes no biofilme e ainda a expressão de alguns genes biofilme-específicos. 

Um estudo demonstrou que o caldo de triptona de soja (TSB) com suplementação 

de glucose 1% aumenta a produção do biofilme de E. faecalis em comparação ao TSB sem 

glucose (BALDASSARI, et al.,2001). 

E. faecalis e E. faecium são capazes de formar biofilme na superfície de dispositivos 

relacionados aos procedimentos invasivos de assistência à saúde, como cateteres uretrais 

(KEANE et al., 1994). Segundo Van Wamel, et al. (2011) a expressão de esp na superfície de 

E. faecium é necessária na aderência inicial do micro-organismo à superfície de poliestireno. 

A habilidade de formar biofilme em materiais médicos pode contribuir para o desenvolvimento 

de infecções relacionadas a cateter intravascular (JOYANES et al., 1999; DAROUICHE, 2001; 

SANDOE et al., 2003) 

 

3.4 Fatores de resistência 

 

 

A resistência de enterococcus aos antibióticos tem sido uma crescente preocupação 

nos últimos anos, resistência à penicilina-ampicilina, amicoglicosídeo e glicopeptídeos tem sido 

reportadas em um número crescente de linhagens, limitando as possibilidades terapêuticas 

(LENCRERCQ, 2009). Os principais genes relacionados a resistência vanA e vanB estão 

localizados em plasmídeos ou no cromossomo e foram descritos pela primeira vez em E. 

faecalis e E. faecium, sendo os mais relevantes clinicamente. Resultam da aquisição de 

elementos genéticos móveis, o transposon Tn1546 (vanA) e os transposons Tn1547 ou Tn1549 

(vanB) (CETINKAYA et al., 2000; CHAVERS et al., 2003, TENDOLKAR et al., 2003, TOP 
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et al., 2008). 

Estudos relatam que a falha terapêutica aumenta em 20% e a mortalidade de 27% à 

52%, quando comparadas as infecções causadas por enterococcus sensíveis aos VRE (BROW, 

et al.,2006). 

O isolamento de enterococos resistentes a múltiplos antibióticos tem se tornado 

cada vez mais comum no ambiente hospitalar (COURVALIN, 2006). A propagação clonal é o 

fator dominante na disseminação de enterococos multirresistentes na América do Norte e 

Europa. (DESHPANDE et al., 2007). 

A resistência a antibióticos em enterococcus pode ser dividida em duas classes, 

resistência intrínseca e adquirida. As resistências intrínsecas devem-se à ausência de locais alvo 

para um determinado antibiótico ou à incapacidade para atravessar a parede celular e atingir o 

seu alvo intracelular (MURRAY, 1990; MUNDY et al., 2000; MAROTHI et al., 2005, SOOD 

et al., 2008; TOP et al., 2008). As resistências adquiridas desempenham um papel mais 

importante na emergência das resistências a antimicrobianos e podem surgir de mutações 

cromossômicas ou troca genética de elementos móveis de DNA, como transposons ou 

plasmídeos (MAROTHI et al., 2005; TOP et al., 2008). 

A resistência cromossomal de enterococos a vários antimicrobianos pode ser 

resultado da sua necessidade de sobreviver e persistir em ambientes altamente competitivos, 

como o trato gastrointestinal. Enterococos apresentam resistência intrínseca a diversas 

substâncias antimicrobianas utilizadas na clínica (SHEPARD e GILMORE, 2002). São 

intrinsecamente resistentes a penicilinas semi-sintéticas, cefalosporinas, baixos níveis de 

aminoglicosídeos e clindamicina, além disso, também possuem capacidade de aquisição de 

genes de resistência, o que pode ocorrer por conjugação ou mutação no DNA apresentando 

resistência a antibióticos como cloranfenicol, eritromicina, altos níveis de clindamicina e 

aminoglicosídeos, tetraciclinas, fluorquinolonas e vancomicina (MURRAY, 1990; KAYSER, 

2003). 

Os enterococos possuem resistência natural intrínseca a antimicrobianos β- 

lactâmicos devido à baixa afinidade de suas proteínas de ligação à penicilina para estes agentes. 

Este tipo de resistência difere entre os antibióticos desse grupo, sendo que as penicilinas 

exercem maior atividade frente a estes micro-organismos, seguidas por carbapenens e 

cefalosporinas, com menor atividade. Entre as penicilinas, a ampicilina é a mais efetiva. A 

resistência intrínseca às cefalosporinas é tão elevada que o mesmo não pode ser empregado no 

tratamento de pacientes infectados com enterococos. A concentração inibitória mínima (CIM) 
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para enterococos varia de 1 a 16 µg mL-1, entretanto para isolados clínicos de E. faecium 

normalmente a concentração inibitória mínima é superior, podendo chegar a 256 µg mL-1. Na 

maioria dos hospitais, mais de 90% dos isolados clínicos de E. faecium são resistentes à 

ampicilina com CIM ≥ 32 µg mL-1 (TORRES et al., 1993; VALDES et al., 1998; KAK e 

CHOW, 2002). 

O elevado nível de resistência a penicilinas é ocasionado principalmente pela 

superprodução de proteínas de ligação a penicilina (PBP) de baixa afinidade, ou ainda por 

mutações nas PBP, o que as torna menos suscetível a inibição pelas penicilinas. Já foram 

descritas linhagens de E. faecalis produtoras de β-lactamase codificadas pelo gene blaZ 

(FONTANA et al., 1996). 

A aquisição de resistência à vancomicina por enterococos afetou o tratamento e o 

controle de infecção destes organismos. VRE, particularmente cepas de E. faecium, são 

frequentemente resistentes a todos antibióticos que são eficazes ao tratamento de enterococos 

suscetíveis à vancomicina, limitando as opções terapêuticas para os médicos. Antibióticos mais 

recentes, como por exemplo: quinupristina-dalfopristina, linezolida, daptomicina e a tigeciclina 

apresentam atividade contra muitas das cepas de VRE e têm otimizado esta situação, mas a 

resistência a esses agentes já foram descritos. Uma mutação (G2576U) no domínio V do RNAr 

23S é responsável pela resistência a linezolida (DESHPANDE et al. , 2007). Enquanto que a 

resistência à quinupristina-dalfopristina pode ser resultante de vários mecanismos: modificação 

de enzimas, efluxo ativo, e modificação alvo. Resistência de E. faecium e E. faecalis, para 

daptomicina, um antibiótico lipopepitídico cíclico mais recente, que atua sobre a membrana 

celular das bactérias, também tem sido relatado (LONG et al., 2005). 

Os primeiros isolados clínicos resistentes à vancomicina foram detectados na 

Europa em 1986. Desde então, os E. faecium VRE disseminaram rapidamente pelo mundo. Os 

isolados de VRE são classificadas em oito genótipos e fenótipos, sendo vanA, vanB e o vanC 

os de maior frequência. O fenótipo vanA é codificado pelo gene vanA, está associado a alto 

nível resistência induzível à vancomicina (CIM ≥ 64 µg mL-1) e à teicoplanina (≥ 16 µ g µg mL- 

1). O fenótipo vanB, codificado cromossomicamente pelo gene vanB, está associado a vários 

níveis de resistência induzível, apenas à vancomicina (CIM: 32-64 µ g mL-1). O fenótipo vanC 

é associado a baixos níveis de resistência à vancomicina (CIM: 2-4 µg mL-1) e sensibilidade à 

teicoplanina (CIM: 0,5-1 µg mL-1) e codificado pelo gene vanC. O fenótipo vanD, codificado 

pelo genótipo vanD, confere resistência à vancomicina (CIM: 64-128 µg mL-1) e à teicoplanina 

(CIM: 4-64 µ g mL-1). Já os fenótipos vanE, vanG e vanL, descritos no E. faecalis, apresentam 
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baixo nível de resistência à vancomicina (CIM: 8-16 µg mL-1) e sensibilidade à teicoplanina 

(CIM: 0,5 µ g mL-1). Recentemente foi descrito outro gene de resistência, o vanN relacionado 

ao E. faecium (Tabela 1) (LEBRETON et al., 2011). 

O fenótipo vanA é caracterizado por linhagens que apresentam altos níveis de 

resistência à vancomicina e teicoplanina devido à expressão de genes contidos em um 

transposon não-conjugativo da família Tn3, Tn1546 (ARTHUR et al., 1996). 

O fenótipo vanB é composto por linhagens com variados níveis de resistência à 

vancomicina e sensibilidade à teicoplanina (ARTHUR et al., 1996). Os genes responsáveis pela 

expressão deste fenótipo é geralmente carreado por um transposon de 64 Kb conhecido como 

Tn1547. Entretanto, outros transposons também têm sido descritos, como Tn1549 e Tn5382 

(CARIAS et al., 1998; GARNIER et al., 2000). 

Furtado et al. (2005) relatou a incidência de enterococcus resistentes à vancomicina 

em um Hospital Universitário de São Paulo, SP, Brasil, durante o período de 3 anos. Em 2000, 

a incidência de resistência à vancomicina foi de 9,5%, aumentando para 14,7% em 2001, e 

15,8% em 2002. 

Bender et al. (2010) demonstram elevadas prevalências de enterococcus resistentes 

à eritromicina (62,1%), tetraciclina (64,5%), e moderadas à rifampicina, cloranfenicol e 

ciprofloxacina em dois hospitais de Porto Alegre – RS, Brasil. 
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3.5 Epidemiologia 

 

 

O enterococco resistente à vancomicina foi isolado inicialmente em uma 

cultura em paciente com leucemia linfocítica aguda (LLA) em 1998, no Hospital da 

Universidade Federal de São Paulo, Brasil (CEREDA et al., 2001). 

Os primeiros relatos de VRE no Brasil ocorreram em Curitiba (1996), 

posteriormente em São Paulo e Rio de Janeiro (DALLA et al., 1998). 

No Brasil, foi realizado um estudo sobre a incidência de micro-organismos 

do gênero Enterococcus spp. em um hospital situado no estado de São Paulo, no qual foi 

relatado um aumento progressivo de isolados resistentes à vancomicina nas culturas 

clínicas positivas para Enterococcus spp. durante três anos de estudo. Em 2000, 9,5% das 

amostras eram resistentes à vancomicina, com aumento de 14,7% em 2001 e 15,8% em 

2002. As unidades com maior números de isolados foram, respectivamente, pronto- 

socorro (19,5%) e UTI geral (15%). O maior número de isolados originaram-se de 

amostras de urina (36%) e sangue (20%) (FURTADO et al., 2005). 

Vários relatos de surtos de VRE no Brasil foram registrados, incluindo relatos 

de propagação de cepas intra e inter hospitais (ROSSI, 2011). Em um estudo brasileiro, 

com 2.563 pacientes apresentando infecção de corrente sanguínea os enterococos foram 

à oitava causa, sendo que 25% eram VRE em 104 isolados, sendo 55,6% E. faecium e 

17,6% E. faecalis (MARRA et al., 2011). 

Winston et al (2002), em estudo sobre a epidemiologia do VRE, encontrou 

que, dentre 181 pacientes com culturas positivas, 69% era proveniente de cultura de urina, 

e a espécie era E. faecium em 100% dos casos. 

Em um estudo com 768 pacientes colonizados por VRE, 4,0% dos casos 

apresentou infecção de corrente sanguínea. A internação prolongada e a presença de 

outras infecções foram considerados como fatores de risco entre os pacientes colonizados 

(OLIVEIRA et al, 2010). 

Perugini (2008) relata em seu trabalho, realizado no Hospital Universitário de 

Londrina, PR durante o período de maio de 2002 a dezembro de 2007, que a porcentagem 

de pacientes colonizados e infectados com VRE foi de 6%. Deste total, E. faecium 

reprentou 83% dos casos. O sítio de infecção mais frequente foi a corrente sanguínea 

(47%), seguido pelo trato urinário (36%). 

Estudos revelaram algumas diferenças na epidemiologia do VRE no Brasil, 

EUA e Europa. O enterococo é o patógeno prevalente nos EUA, em contraste com a 
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América Latina. A resistência do enterococo à vancomicina no Brasil foi adquirida 

principalmente pelo E. faecalis, contrastando com a predominância de E. faecuim nos 

Estados Unidos e Europa. (ROSSI, 2011). 

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention, 66.000 casos 

de infecções relacionadas a assistência a saúde ocorrem nos Estados Unidos a cada ano. 

A proporção de infecções que ocorrem com VRE de diferentes espécies é de 20.000 casos 

entre pacientes hospitalizados a cada ano, com cerca de 1.300 mortes atribuídas a estas 

infecções. Do total de 20.000 casos 77% são E. faceium VRE. (CDC, 2013). 

Sievert et al. (2013), relata os dados da Rede Nacional de Segurança à Saúde 

no Centro de Controle e Prevenção de Doenças no período de 2009 a 2010. De um total 

de 81.139 patógenos isolados a partir de 69.475 casos de IRAS (Infecções Relacionadas 

à Assistência à Saúde), cerca de 13,9% eram Enterococcus spp. 

O aumento da incidência de micro-organismos multirresistentes e a falta de 

opções terapêuticas a curto e médio prazo para tratamento das infecções causadas por 

essas bactérias reforçam a importância de medidas preventivas para controlar sua 

disseminação. Micro-organismos como Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebisiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa, e 

Enterobacter spp (que formam a sigla ESKAPE) são bactérias mais prevalentes 

causadoras da maioria das infecções relacionadas à assistência à saúde nos EUA e 

efetivamente “escapam” da ação dos antibacterianos (BOUCHER et al, 2009). 

 

3.6 Pseudomonas spp. 

 

 

Pseudomonas aeruginosa é um importante patógeno humano que está 

frequentemente associado a infecções hospitalares, acometendo, principalmente, 

pacientes imunossuprimidos. Esta espécie bacteriana tem sido considerada um patógeno 

oportunista, uma vez que, raramente, está associada a infecções comunitárias em 

indivíduos imunocompetentes. (LYCZAK, et al., 2000). Pseudomonas aeruginosa 

pertence à família Pseudomonadaceae e apresenta-se na forma de bastonetes de 0,5 a 0,8 

µm de largura por 1,5 a 3,0 µm de comprimento. É um bacilo Gram-negativo, aeróbio, 

não-esporulado, não-fermentador de glicose e móvel devido à presença de um flagelo 

polar. As células de P. aeruginosa podem ser visualizadas ao microscópio como isoladas, 

aos pares ou em cadeias curtas, pode ser isolada de água, plantas, solo e tecidos animais 

e tem habilidade de utilizar vários substratos orgânicos como fontes de carboidrato. Esta 
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capacidade  de  sobreviver  em  diferentes  ambientes  a  torna  uma  bactéria  ubíqua. 

(POLLACK, et al., 2000). 

È um dos grupos mais diversos, com espécies distribuídas em ambientes 

terrestres ou aquáticos, em associação com plantas e animais (SPIERS, et al., 2000). 

As espécies de Pseudomonas mais estudadas quanto à produção de 

metabólitos secundário são P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. cichorii, 

P.syringae. Os metabólitos secundários produzidos por estas espécies podem ser 

classificados em 6 tipos: lipídios e compostos relacionados, ácido pseudomônico, 

fenazinas, derivados de indóis, e pirolnitrinas, e peptídeos ou aminoácidos, metabólitos 

produzidos por espécies de Pseudomonas têm sido testado como controle de patógenos. 

(BATTU; REDY, 2009, NEIDIG, et al., 2010). 

 

3.7 Produção de Compostos Antibióticos por Bactérias 

 

 

Os antimicrobianos são compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o 

crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias (GUIMARÃES et al., 2010). 

Segundo Jack et al. (1995), a maioria das bactérias é capaz de produzir várias 

substâncias no curso de seu crescimento in vitro, que podem ser inibitórias tanto para si 

quanto para outras bactérias. Essas substâncias poderão exercer efeito bactericida ou 

bacteriostático. Tais substâncias incluem: toxinas, enzimas bacteriolíticas como 

lisotafina; fosfolipase A e hemolisinas; subprodutos de vias metabólicas primária como 

ácidos orgânicos, amônia e peróxido de hidrogênio e vários outros metabólitos 

secundários; substâncias antibióticas como garamicina e bacitracina, que são sintetizadas 

por complexos enzimáticos; e as bacteriocinas. 

Cepas de P. aeruginosa produzem piocinas, que também são bacteriocinas 

que provocam a despolarização da membrana citoplasmática com a formação de poros, 

estas cepas destacam-se por produzirem inúmeros compostos metabólicos que 

apresentam atividade antibiótica (MICHEL-BRIAND e BAYSSE, 2002). Outro 

composto com ação antibiótica é a pioluteorina, isolada pela primeira vez em 1950 de 

uma cultura de P. aeruginosa (TAKEDA, 1958). 

Oliveira et al. (2011) descreveram a produção de metabólitos por 

Pseudomonas spp., para fins de biocontrole contra Xanthomonas citri pv. citri, causadora 

do cancro cítrico. O interesse crescente por bactérias produtoras de antibióticos está 

relacionado  à necessidade de descobrir  novos  fármacos,  mais  eficientes  do que os 
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existentes no mercado, além do interesse na utilização como biocontrole. 

Pseudomonas sp. produz as cepafunginas I, II, III, que são classificados como 

acilpeptídeos neutros, solúveis em soluções alcoólicas e em dimetil sulfóxido. Esses 

possuem atividade inibitória contra fungos e leveduras como Candida albicans, 

Aspergillus fumigatus, Microsporum canis, Trichophyton rubrum e etc (SHOJI et al., 

1989). E cepacidines que são glicopeptídeos da Burkolderia cepacia são ativas contra 

Candida sp, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum e Criptococcus neoformans (LEE et 

al., 1994). 

Morales et al. (2015) observou a atividade antimicrobiana de duas fenazinas 

produzidas por P. aeruginosa, a piocianina e seu precursor biossintético 5-metil- 

phenazinium-1-carboxilato frente a C. albicans. As fenazinas compõem uma grande 

família que apresenta atividade antibiótica e antiparasitária, além de atividade antitumoral 

(GROSS; LOPER, 2009). 
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RESUMO 

 

Os enterococos são uma das principais causas de infecções relacionadas à assistência à 

saúde, devido ao aumento da resistência a uma vasta gama de antibióticos. Enterococcus 

faecium e Enterococcus faecalis são os isolados mais comuns. O desenvolvimento de 
resistência à vancomicina tem sido descrito a partir do final da década de 80 e desde então 

foi observado um aumento das infecções e colonizações por VRE. O objetivo deste estudo 
foi avaliar a atividade antibiótica da substância bioativa produzida por Pseudomona 

aeruginosa, cepa LV, sobre células planctônicas e biofilme de E. faecium resistente à 
vancomicina (VREfm). Avaliou-se a atividade antibiótica em células planctônicas por 

microdiluição, determinando a concentração inibitória mínima (CIM) e o efeito da ação 
desta substância sobre a viabilidade celular, à adesão à superfície de poliestireno e 

formação de biofilme. A menor concentração capaz de inibir 100% do crescimento foi de 

15,6 µg mL-1. Na curva de crescimento e tempo de morte observou-se uma redução das 
células viáveis entre (2-8h). A substância F3d provocou uma importante redução, acima 

de 60%, na inibição de adesão das amostras de VREfm em superfície de poliestireno nas 

concentrações de 15,6 µ g mL-1 e 7,8 µg mL-1. Houve uma diminuição de 80% de células 
viáveis sobre a formação do biofilme, nas mesmas concentrações, e ainda uma redução 

acima de 50% do biofilme formado, na concentração de 250 µ g mL-1, com significativa 

redução da viabilidade celular. A atividade efetiva antibiótica e a baixa toxicidade para o 

hospedeiro sugerem um potencial agente antibacteriano. Entretanto, novos estudos 
farmacológicos serão necessários para confirmar esta hipótese. 

 

Palavras Chave: Enterococcus spp.; Enterococcus faecium resistente à vancomicina 

(VREfm); Pseudomonas sp.; Biofilme. 
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ABSTRACT 

 

Enterococci are one of the main causes of health care related infections due to increased 

resistance to a broad range of antibiotics. Enterococcus faecium and Enterococcus 

faecalis are the most common isolates. The development of Vancomycin resistance has 

been described from the end of the 80's and since then an increase in infections and 

colonization by vancomycin resistance Enterococcus (VRE) has been observed. The aim 

of this study was to evaluate the antibiotic activity of the bioactive substance produced 

by Pseudomonas aeruginosa (LV strain) on planktonic cells and biofilms of Vancomycin 

Resistant E. faecium (VREfm). We evaluated the antibiotic activity planktonic cells in 

microdilution by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and the effect 

this substance’s action on the cell viability, adhesion to polystyrene surface and biofilm 

formation. The lowest concentration able to inhibit 100% growth was 15.6 µg mL-1. 

Regarding the growth curve and death-time, a reduction of viable cell within 2-8 hours 

was observed. The F3D substance caused a significant reduction, above 60%, in 

inhibiting adhesion of VREfm samples to polystyrene surface in concentrations of 15.6 

µg mL-1 and 7.8 mg L-1 µg mL-1. There was an 80% decrease of viable cells on biofilm 
formation at the same concentrations and also a reduction of over 50% of the formed 

biofilm at the concentration of 250 µg mL-1, with a significant reduction in cell viability. 

The effective antibiotic activity and low toxicity to the host suggest a potential 
antibacterial agent. However, new pharmacological studies are needed to confirm this 

hypothesis. 

 

Key words: Enterococcus spp.; Vancomycin Resistant Enterococcus faecium (VREfm); 

Pseudomonas sp.; Biofilm. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 
Os enterococos são considerados habitantes normais do trato gastrointestinal 

de seres humanos e animais. (MURRAY, 2000). Enterococcus faecium e Enterococcus 

faecalis são as espécies mais comuns para causar infecções e durante as últimas décadas 

E. faecium tornou-se um dos responsáveis pela maioria das infecções relacionadas à 

assistência à saúde, devido ao aumento da resistência aos antibióticos. (SIEVERT, et al., 

2013). 

Outros  fatores  de  risco  nos  processos  infecciosos  por  Enterococcus  sp 

resistente à vancomicina (VRE) são: doença grave; cirurgia abdominal ou cardiotorácica; 

sondagem vesical ou cateterismo venoso central; presença de ferida aberta ou uso de 

múltiplos  antibióticos, incluindo  vancomicina  (CENTINKAYA,  et  al.,  2000;  CLSI, 

2012), além dos fatores extrínsecos como a contaminação ambiental e 

transmissãocruzada pelas mãos dos profissionais de saúde (CENTINKAYA, et al., 2000). 

Os enterococos foram associados com biofilmes em endocardites, infecções 

do trato urinário, infecções do canal radicular, e infecções oculares, e a uma variedade de 

infecções relacionadas a dispositivos em que o biofilme foi encontrado, como: próteses 

de quadril, dispositivo intrauterino, próteses cardíacas e catéteres (DISTEL, 2002; 

DAUTLE, 2002; DONLAN, 2002; MAHAMED, 2004; ZEGANS, 2002; LEUNG, 2002; 

SABBUBA, 2002). 

Em alguns casos, a concentração de antimicrobiano necessária para exercer 

atividade bactericida frente a filmes biológicos pode ser mais de três a quatro vezes a 

maior comparada à quantidade necessária para ter ação sobre organismos planctônicos 

(CERI, et al., 1999; SCHIERHOLZ, et al., 1999). 

A expansão e um aumento nos incentivos econômicos na área de pesquisa de 

produtos naturais é fundamental para pesquisas acadêmicas, atraindo o investimento de 

indústrias farmacêuticas (MOSSIALOS et al. 2010). 

Neste sentido, extratos do metabólito secundário de Pseudomonas aeruginosa 

vem sendo aplicados em estudos no controle de Xanthomonas citri (OLIVEIRA et al., 

2011) e Staphylococcus aureus resistente à meticilina (CARDOZO et al., 2013). 

Neste estudo, o objetivo foi avaliar a atividade antibiótica da fração semi- 

purificada F3d (diclorometano/acetato de etila) produzida pela cepa LV (P. aeruginosa) 
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em células planctônicas e biofilme de Enterococcus faecium resistente à vancomicina 

(VREfm). 

 

 

 
2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Micro-organismos 

 

 

2.1.1 Enterococcus faecium 

 

 

Dez isolados clínicos de VREfm, previamente identificados e caracterizados 

(RUZON, et al., 2010, GOMES, L.V.P, 2013) (Tabela 2) e E. faecium ATCC 6569, foram 

cultivados em caldo BHI (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.) a 37º C por 24 horas. Os 

isolados foram estocados em caldo BHI contendo glicerol 20% a -20º C. 
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Tabela 2:  Caracterização dos 10 isolados de Enterococcus faecium selecionados 
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Tabela 3: Características do Enterococcus faecium isolados a partir de diferentes fontes no Hospital Universitário de Londrina, Paraná. Adaptado 

Ruzon, et al., 2010. 
 

 

 
Amostras a Resistência b Fatores de VirulênciaC

 
 

 

 
 cylA Hemolisina efaA Adesina esp gel/E Gelatinase 

5 (I) Amp, cip, eri, tei, tet, van + + + - + + + 

15 (C) Amp, cip, eri, tei, tet, van + + + - + + - 

17 (I) Amp, cip, eri, tei, van + + - - + + + 

35 (I) Amp, cip, eri, tei, tet, van + + + - + - - 

37 (I) Amp, cip, eri, tei, tet, van + + + - + + - 

47 (I) Amp, cip, eri, tei, tet, van - - + - + - + 

167 (I) Amp, cip, eri, tei, tet, van - - + - + + - 

170 (I) Amp, cip, eri, str, tei, tet, van - - + - + + + 

172 (I) Amp, cip, eri, tei, tet, van - - + - + + + 

176 

(C) 

 

Amp,cip,eri,tei,tet,van + + + - + - - 

 

a Fonte do isolado:  C, colonização e I, infecção.- 

b Grupo de perfil de resistência antimicrobiana. 

c Símbolos: +, presença/ expressão de fator de virulência; -, ausência de fator de virulência. 
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Tabela 4: Alelo (ST) de cada gene analisado pelo banco de dados mlst.net, associado aos 

fatores de virulência esp e hyl dos 10 isolados 

 

Ruzon, et al., 2010. 

 

 

2.1.2 Bactéria antagonista Pseudomonas aeruginosa 

 

 

A bactéria antagonista utilizada neste estudo foi P. aeruginosa (cepa LV), isolada 

a partir de lesões de cancro cítrico em fruto de laranja coletadas em pomar no Município de 

Astorga, PR (RAMPAZO, 2004). A cepa foi armazenada com 20% de glicerol em caldo 

nutriente -20 °C. 

 

2.2 Obtenção de substâncias antibiótica 

 

 

O método de isolamento e purificação da substância com ação antibiótica (F3d) foi 

patenteado (INPI PI0803350-1; Oliveira et al. 2011) e obtido a partir do sobrenadante da cepa 

P. aeruginosa LV cultivados por 10 dias a 28 ºC em caldo nutriente suplementado com 100 mg 

L-1 Cu2Cl2.2H2O. 

 
2.3 Citotoxidade 
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A linhagem celular LLC-MK2 foi cultivada em uma placa de cultura de 96 poços a 

uma densidade de 2,5 x 105 células/poços e incubada durante 24 horas. Posteriormente, as 

células não aderentes foram removidas por lavagem com 0,01 M de fosfato estéril tamponado 

salino (PBS). O meio contendo diferentes concentrações de F3d (1 a 2000 µg mL-1) foi 

adicionado a cada poço contendo as células, e as placas foram incubadas durante 72 horas. Para 

os controles, as células foram cultivadas em meio de crescimento na presença de 1% de DMSO. 

A viabilidade celular foi determinada pelo método de dimethylthiazol diphenyl tetrazolium 

bromide (MTT, Sigma-Aldrich, USA), de acordo com a recomendação do fabricante. A 

concentração do composto necessária para inibir a viabilidade das células em 50% (IC50) foi 

determinada por análise de regressão. A concentração citotóxica de 50% (CC50/72h) e o índice 

de seletividade (SI) foram calculados usando a equação: SI = CC50 / IC50. 

 

2.4 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

 

A CIM foi determinada pelo método de microdiluição em caldo em microplacas 

com 96 poços, de acordo com o proposto pelo CLSI (2012) com modificações. O inóculo foi 

preparado a partir da cultura dos 10 isolados de VREfm e E. faecium ATCC 6569 cultivados 

em BHI por 24 horas a 37 ºC. Foram adicionados 100 µL de cada inóculo na concentração de 

0,5 MacFarland (1,5 x 108 UFC mL-1) nos seus respectivos poços na placa, contendo a 

substância antimicrobiana F3d na concentração que variou de 125 a 0,5 µg mL-1. Foram 

realizados controle de esterilidade do meio de cultivo, de crescimento do inóculo e esterilidade 

da substância F3d com 0,5% (v/v) do diluente (dimetilsulfóxido-DMSO). As microplacas foram 

incubadas por 24 horas a 37 °C e observado o crescimento celular. Este foi revelado com a 

adição de 10 µ L de uma solução de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazólio (TTC) 1% e incubado por 

20 minutos à 37 ºC, utilizando leitura visual. Todos os testes foram realizados em triplicata, 

com três repetições. 

 

2.5 Atividade antibiótica da substância F3d em biofilme formado de E. faecium 

 

 

Os isolados de VREfm da (Tabela 2) e E. faecium ATCC 6569 foram cultivados 

em caldo BHI suplementado com 1% de glicose (RUZON, et al., 2010) a 37 ºC por 24 horas. 

Após o período de incubação ajustou-se a densidade celular a 1,5 x 108 UFC mL-1. Uma alíquota 

de 200 µ L de cada suspensão celular foi adicionada a cada poço da placa. Os poços de controle 

negativo contendo apenas caldo BHI foram incluídos. A placa foi incubada estaticamente a 37 
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ºC durante 24 horas, sob condições aeróbicas estaticamente. Após o período de incubação o 

meio foi aspirado e as células não aderentes foram cuidadosamente removido por 3 processos 

de lavagem com água destilada estéril. Adicionou-se 200 µ L da substância F3d diluída em BHI 

na concentração que variou de 250 a 1,9 µg mL-1, em seguida a placa foi incubada a 37 ºC por 

24 horas. O método de XTT foi realizado em microplacas de 96 poços, uma alíquota de 200 µL 

de XTT-menadiona [0,5 µg mL-1 de XTT, 1 mM de menadiona (Sigma Chemical Co., EUA) ] 

foi adicionada a cada poço, e as placas foram incubadas no escuro a 37 °C durante 90 minutos, 

a densidade óptica foi medida a 490 nm com um leitor de placas de microtitulação (Synergy ™ 

HT, Biotek®). Foi considerado controle positivo uma suspensão de células sem substância F3d. 

Todos os testes foram realizados em triplicata, com três repetições. 

Microscopia de fluorescência para análise da viabilidade do biofilme foi realizada 

em placas de 24 poços contendo lamínulas circulares. O inóculo e o preparo do biofilme 

seguiram os métodos da técnica XTT. Uma alíquota da substância F3d na concentração de 250 

µg mL-1 foi adicionada em duplicata ao biofilme formado e tratado. Os procedimentos 

utilizados para a coloração das lamínulas por fluorescência foram seguidos de acordo com as 

recomendações do fabricante (Molecular Probes, Invitrogen). 

A atividade antibiótica da substância F3d e a viabilidade celular do biofilme foi 

analisada através do método de XTT (2,3- Bis- (2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H- 

Tetrazolium-5-Carboxanilide) e de microscopia por fluorescência utilizando o Kit 

LIVE/DEAD® BacLight (Molecular Probes, Invitrogen), conforme recomendações do 

fabricante. 

 

2.6 Atividade da substância F3d sobre a formação do biofilme de E. faecium 

 

 

Os isolados de VREfm da (Tabela 2) e E. facecuim ATCC 6569 foram cultivados 

em caldo BHI a 37 ºC por 24 horas. Após o período de incubação, ajustou-se a densidade celular 

a 1,5 x 108 UFC mL-1 em PBS (phosphate buffered saline). Uma alíquota de 200 µ L de cada 

suspensão celular foi adicionada a cada poço da placa. Os poços de controle negativo contendo 

apenas PBS foram incluídos. A placa foi incubada a 37 ºC durante 90 minutos a 75 rpm. Após 

o período de incubação o cultivo foi aspirado e adicionou-se 200 µ L da substância F3d diluída 

em BHI nas concentrações de 15,6 µg mL-1 e 7,8 µg mL-1, partindo do resultado da 

Concentração Inibitória Mínima de 15,6 µg mL-1, em seguida a placa foi incubada a 37 ºC por 

24 horas. O método de XTT foi realizado em microplacas de 96 poços, uma alíquota de 200 µL 

de XTT-menadiona [0,5 µg mL-1 de XTT, 1 mM de menadiona (Sigma Chemical Co., EUA)] 
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foi adicionada a cada poço, e as placas foram incubadas no escuro a 37 °C durante 90 minutos, 

a densidade óptica foi medida a 490 nm com um leitor de placas de microtitulação (Synergy ™ 

HT, Biotek®). Foi considerado controle positivo uma suspensão de células sem substância F3d. 

Todos os testes foram realizados em triplicata, com três repetições. 

 

2.7 Atividade da substância F3d sobre a adesão de E. faecium em superfície de poliestireno 

 

 

Os isolados de VREfm da (Tabela 2) e E. facecuim ATCC 6569 foram cultivados 

em caldo BHI a 37 ºC por 24 horas, após o período de incubação ajustou-se a densidade celular 

a 1,5 x 108 UFC mL-1 e adicionou-se 20 µ L do cultivo e 180 µL da substância F3d diluída em 

BHI nas concentrações de 15,6 µ g mL-1 e 7,8 µg mL-1, em seguida a placa foi incubada a 37 ºC 

por 90 minutos. O método de XTT foi realizado em microplacas de 96 poços, uma alíquota de 

200 µ L de XTT-menadiona [0,5 µg mL-1 de XTT, 1 mM de menadiona (Sigma Chemical Co., 

EUA)] foi adicionada a cada poço, e as placas foram incubadas no escuro a 37°C durante 90 

minutos, a densidade óptica foi medida a 490 nm com um leitor de placas de microtitulação 

(Synergy ™ HT, Biotek®). Foi considerado controle positivo uma suspensão de células sem 

substância F3d. Todos os testes foram realizados em triplicata, com três repetições. 

 

2.8 Curva de tempo de morte do E. faecium tratados com F3d 

 

 

Suspenções celulares de VREfm cepa 170 e ATCC 6569, foram cultivadas em BHI 

por 24 horas a 37º C em agitação constante a 200 rpm. Em seguida o inóculo foi ajustado a 0,5 

MacFarland (1,5 x 108 UFC mL-1) em 10 mL caldo BHI. Cada cultura celular dos isolados 

recebeu o composto F3d na concentração de 15,6 µg mL-1, e o outro apenas solvente DMSO 

(0,5%) como controle. As culturas bacterianas foram incubadas a 37 ºC com agitação constante 

a 200 rpm. Em tempos diferentes (0, 1, 2 ,4 ,8 ,16 e 24 h) as alíquotas foram assepticamente 

transferidas e diluídas seriadamente em solução salina e semeado em meio Ágar Mueller – 

Hinton (Becton, Dickinson and Company, USA) incubados por 24 horas a 37º C para 

determinar a UFC de cada cultura. Alíquotas do cultivo de cada tempo foram analisadas por 

microscopia de fluorescência após coloração usando o Kit LIVE/DEAD® BacLight (Molecular 

Probes, Invitrogen), conforme recomendações do fabricante. 
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2.9 Análise estatística 

 

 

Os resultados foram avaliados por ANOVA de uma via utilizando o software 

GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). p < 0,05 foi considerado 

significativo. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Atividade antibiótica da F3d em células planctônicas de E. faecium 

 

 

A atividade antibiótica da F3d em células planctônicas inibiu o crescimento de 

todas as amostras de VRFfm com uma concentração inibitória mínima para amostra VREfm15 

de 31,2 µg mL-1 e as demais amostras de VREfm obtiveram uma CIM de 15,6 µg mL-1. 

Na curva de morte dos isolados E. faecium ATCC 6569 e VREfm 170, (Figura 1 e 

2) se observa uma redução significativa dentro de (2-8h) do número de células na concentração 

de 15,6 µg mL-1 de F3d. 

 
 

 

Figura 1: Curva de crescimento e tempo de morte de E. faecium cepa 170 e E. faecium ATCC 6569, exposta a 

fração F3d na concentração inibitória mínima de 15,6 µg mL-1. 
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Figura 2: Microscopia de fluorescência: ensaio de viabilidade com o Kit LIVE/DEAD® BacLight dos isolados 

clínicos: E. faecium ATCC 6569 (A a D) e VREfm 170 (E e H). Tratamentos realizados nos tempos de 2 h (B e 

F); 4 h (C e G); 8 h (D e H); Controle (A e E). A viabilidade das células foi determinada com a coloração de 

LIVE/DEAD® BacLight, onde as células com membranas integras apresentam coloração verde-fluorescente 

enquanto que as células tratadas com F3d na concentração inibitória mínima de 15,6 µg mL-1 apresentam 

membranas danificadas na coloração vermelho-fluorescente. Barra = 1µm. 

 

 

 

Houve uma importante redução de 70% de inibição da adesão das amostras de 

VREfm em superfície de poliestireno na presença da F3d nas concentrações de 15,6 µg mL-1 e 

7,8 µg mL-1 (Figura 3). 

 
 

 

Figura 3: Inibição da adesão das amostras de VREfm em superfície de poliestireno, na presença da F3d nas 

concentrações 15,6 µg mL-1 e 7,8 µg mL-1, pelo método XTT. 

 
 

3.2 Atividade antibiótica da F3d na formação e biofilme formado de E. faecium 

 

 

A avaliação da F3d sobre a formação do biofilme apresenta uma redução de 80% 

de células viáveis dos isolados VREfm (Figura 4). 
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Figura 4: Atividade antibiótica da F3d sobre a formação do biofilme pelo método de XTT nas concentrações 15,6 

µg mL-1 e 7,8 µg mL- dos isolados de VREfm e E. faecium ATCC 6569. 

 
 

Em relação à avaliação da atividade da F3d sobre o biofilme formado dos isolados 

de VREfm e E. faecium ATCC 6569, houve uma redução de acima de 50% do biofilme na 

concentração de 250 µg mL-1 (Figura 5) e significativa redução da viabilidade celular (Figura 

6). 
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Figura 5: Atividade antibiótica da F3d nas concentrações de (250 µg mL-1 a 1,9 µg mL-1) sobre biofilme formado, 

avaliado pelo método de XTT dos isolados de VREfm e E. faecium ATCC 6569. 
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Figura 6: Microscopia de fluorescência: ensaio de viabilidade com o Kit LIVE/DEAD® BacLight sobre biofilme 

de VREfm 170 na presença da F3d. (A) Controle e (B) Biofilme tratado com 250 µg mL-1 de F3d (8h). Barra = 2 

µ m. 

 

 
Os resultados do ensaio de citotoxicidade demonstraram que F3d mesmo com a 

concentração testada mais elevada (2000 µg mL-1), 84% das células eram viáveis de acordo 

com o ensaio MTT. 

 

4 DISCUSSÃO 

 

 

Este estudo mostra a atividade antibiótica da F3d sobre células planctônicas e 

controle do biofilme de VREfm. As amostras utilizadas neste estudo apresentam múltipla 

resistência a antimicrobianos utilizados na clínica e genes de virulência associados a adesão. 

(Tabela 2). Foram isolados de infecção e colonização de pacientes do Hospital Universitário de 

Londrina, Paraná, Brasil . Estes isolados de VREfm, apresentaram pelo menos um marcador de 

virulência e fenótipo para a formação de biofilme em poliestireno. (RUZON, et al., 2010). 

A F3d inibiu o crescimento de todas as amostras de VRFfm com uma concentração 

inibitória mínima para amostra VREfm 15, de 31,2 µg mL-1 e as demais amostras de VREfm 

obtiveram uma CIM de 15,6 µg mL-1 (Tabela 3). Oliveira et al. (2011) relata que a F3d é efetiva 

conta a Xanthomonas citri pv. Citri, agente causal do cancro cítrico, apresentando um CIM de 

6,25 µg mL-1 de F3d. 

Na curva de morte dos isolados VREfm 170 e E. faecium ATCC 6569 se observa 

uma redução significativa do número de células viáveis na concentração de 15,6 µg mL-1 de 

F3d (Figura 1 e 2). 
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Cardozo et al. (2013) também mostrou que, a atividade antibiótica da F3d contra 

Staphylococcus aureus MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus), apresentou CIM 

de 125 µg mL-1 e redução das UFCs a partir das primeiras 2 horas, matando na concentração 

de 200 µg mL-1 de F3d. 

Na curva de morte dos isolados VREfm 170 e E. faecium ATCC 6569 se observa 

uma redução significativa do número de células viáveis na concentração de 15,6 µg mL-1 de 

F3d (Figura 1 e 2). 

Ruzon et al. (2010) observou uma correlação significativa entre a adesão celular e 

formação de biofilme. No teste realizado para avaliar a atividade da F3d na adesão de VREfm 

em superfície de poliestireno, houve uma importante redução, de 70% de inibição da adesão 

das amostras na presença da F3d nas concentrações de 15,6 µg mL-1 e 7,8 µg mL-1 (Figura 3). 

Fonseca, (2011) e Percival e Cutting, (2009) descreve alguns agentes antibiofilmes 

como a lactoferrina, uma proteína presente nos fluídos gengivais e na saliva, que tem 

propriedades de ligação do ferro, bloqueando a fixação de bactérias planctônicas a uma 

superfície e inibindo o primeiro passo na formação de biofilme, xylitol que interfere com a 

formação do biofilme e o mel que possui atividade antibacteriana. 

E ainda, os resultados do ensaio de citotoxicidade demonstraram que, F3d mesmo 

com a concentração testada mais elevada (2000 µg mL-1), 84% das células eram viáveis de 

acordo com o ensaio MTT, não sendo citotóxica para as células LLC-MK2, sugerindo baixa 

toxicidade para o hospedeiro (CARDOZO et al., 2013). 

Van Wamel et al. (2007) correlaciona em seu estudo, a expressão de esp em VREfm 

na adesão inicial e formação de biofilme na superfície de poliestireno. 

Na avaliação da atividade da F3d sobre a formação de biofilme dos isolados de 

VREfm e E. faecium ATCC 6569, observou uma redução de 80% de células viáveis (Figura 4) 

e 50% em relação ao biofilme formado (Figura 5 e 6). 

Oliveira, et al. (2016) descreve a purificação, cristalização e caracterização dos dois 

principais compostos metabolitos foram isolados a partir da fracção F3D, e os cristais foram 

analisados depois de completa evaporação. O primeiro composto puro (F3d.3.4.2) mostrou um 

único pico em UV de absorção de 271 nm e alta atividade antibiótica. F3d.3.4.2 apresentou 

baixa qualidade e a estrutura molecular ainda não foi completamente determinada. Na base dos 

dados espectrais, o composto bioativo foi determinada como sendo um composto antibiótico 

organocobre natural (OAC). O segundo (F3d.3.4.4) apresentou alta qualidade com finos cristais 

amarelos, a fenazina-1-carboxamida, com a fórmula molecular C13H9N3O. 



54 
 

 
 

Nesse sentido, uma variedade de evidências suporta a aplicação da F3d na área de 

saúde humana. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

A resistência aos antibióticos tornou-se um grande problema de saúde pública e 

clínica que afeta uma grande porcentagem da população. Enterococos são uma das principais 

causas de infecções relacionadas à assistência à saúde, apresentando resistência a uma vasta 

gama de antibióticos. È fundamental paras as pesquisas acadêmicas incentivos econômicos na 

área de pesquisa de produtos naturais. 

Neste intuito, este estudo avaliou a atividade antibiótica da substância F3d obtida 

da bactéria Pseudomonas aeruginosa, cepa LV em células planctônicas e biofilme de VREfm, 

indicando que este composto extracelular bacteriano pode ser uma das alternativas para controle 

de infecções bacterianas, para VREfm, não apresentando efeito citotóxico. 
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