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Santos TSA. Efeitos sinérgicos antimicrobianos da combinação dos extratos de 
sálvia e alcaçuz sobre cepas clínicas de Enterococcus faecalis e Enterococcus 
faecium [tese]. São José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), 
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RESUMO 

 
 

A crescente busca pelo conhecimento do potencial biológico presente nas plantas 
medicinais tem estimulado pesquisas, principalmente no que diz respeito ao 
potencial antimicrobiano dos extratos de plantas. Entretanto, mais estudos sobre os 
efeitos sinérgicos da combinação desses extratos são fundamentais para sua maior 
aplicação clínica. O objetivo desse estudo foi avaliar in vitro os efeitos sinérgicos 
antimicrobianos das associações dos extratos naturais de Salvia officinalis (S. 
officinalis) e Glycyrrhiza glabra (G. glabra). Foi realizada a análise antimicrobiana 
sobre três cepas clínicas de Enterococcus faecalis (E. faecalis), duas cepas clínicas 
de Enterococcus faecium (E. faecium) e uma cepa padrão de cada espécie. Foram 
determinadas as Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Microbicida 
Mínima (CMM) por microdiluição em caldo com semeadura, e Índice de 
Concentração Inibitória Fracionada (ICIF) pela técnica checkerboard. Para avaliar o 
efeito combinado dos extratos sobre biofilme foram utilizadas duas combinações dos 
extratos sobre biofilme formado de E. faecalis e sobre biofilme formado de E. 
faecium, por dois períodos diferentes: 5 minutos e 24 h, e foram avaliados os valores 
médios  de unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL). A análise 
estatística foi feita aplicando método ANOVA e teste de Tukey ou Kruskall-Wallis e 
Dunn (significância de 5%). Os extratos de S. officinalis e G. glabra apresentaram 
concentração microbicida para as cepas avaliadas. A combinação dos extratos 
apresentou valores indiferentes (ICIF ˃ 0,5 e ≤ 4)  para as cepas de E. faecium, e 
valores indiferentes e sinérgicos (ICIF ≤0,5) para cepas de E. faecalis. Sobre biofilme 
as duas combinações apresentaram reduções estatisticamente significantes do 
grupo controle negativo (p < 0,05). Dessa forma concluiu-se que a combinação dos 
extratos de S. officinalis e G. glabra possui feito sinérgico antimicrobiano contra E. 
faecalis e atividade antibiofilme contra E. faecalis e E. faecium. 
 
 
Palavras-chave: Enterococcus. Biofilme. Sinergismo. Extratos naturais. 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

   
 

Santos TSA. Synergistic antimicrobial effects of the combination of sage and licorice 
extracts on clinical strains of Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium 
[doctorate thesis]. São José dos Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), 
Institute of Science and Technology; 2022. 

 
 

ABSTRACT 
 
 

The growing search for knowledge of the biological potential present in medicinal 
plants has  stimulated  research, especially with regard to the effective antimicrobial 
potential of plant extracts, however, further studies on the synergistic effects of the 
combination of these extracts is essential for their greater clinical application. The 
aim of this study was to evaluate in vitro the synergistic antimicrobial effects of the 
association of natural extracts of Salvia officinalis (S. officinalis) and Glycyrrhiza 
glabra (G. glabra). Antimicrobial analysis was performed on three clinical strains of 
Enterococcus faecalis (E. faecalis), two clinical strains of Enterococcus faecium (E. 
faecium) and one standard strain of each species. The Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) and Minimum Microbicidal Concentration (MMC) were 
determined by microdilution in broth with seeding, and Fractional Inhibitory 
Concentration Index by the checkerboard technique. To evaluate the combined effect 
of extracts on biofilm, two combinations of extracts on biofilm formed by E. faecalis 
and on biofilm formed by E. faecium were used, for two different periods: 5 min and 
24 h, and the mean values of units were evaluated. colony forming agents per 
milliliter (CFU/mL). Statistical analysis was performed using the ANOVA method and 
Tukey's or Kruskall-Wallis and Dunn's test (5% significance). The extracts of S. 
officinalis and G. glabra showed microbicidal concentration for the strains evaluated. 
The combination of extracts showed indifferent values (FICI ˃ 0.5 and ≤ 4) for E. 
faecium strains, and indifferent and synergistic values FICI ≤0.5) for E. faecalis 
strains. On biofilm, the two combinations showed statistically significant reductions 
compared to the negative control group (p < 0.05). Thus, it is concluded that the 
combination of extracts of S. officinalis and G. glabra has synergistic antimicrobial 
effect against E. faecalis and antibiofilm activity against E. faecalis and E. faecium 
 
Keywords: Enterococcus. Biofilm. Synergism. Extracts plants. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Obtidos exclusivamente por meio da utilização de matérias-primas ativas 

vegetais, os fitoterápicos são medicamentos que não incluem em sua composição 

substânciais ativas isoladas, sintéticas ou naturais, bem como associações destas 

com extratos vegetais (Anvisa, 2014). O aumento na demanda por novos fármacos 

intensificou o número de pesquisas em prol da medicina alternativa, principalmente 

no que diz respeito às funções dos compostos químicos existentes em espécimes 

vegetais. Neste cenário os medicamentos fitoterápicos têm sua utilização 

reconhecida pela Organização Mundial da Saúde (OMS), onde sua eficácia e 

ausência de riscos à saúde são comprovados em estudos toxicológicos, 

etnofarmacológicos e documentação cientifica indexada (Anvisa, 2014).  

A crescente busca pelo conhecimento do potencial biológico presentes nas 

plantas medicinais tem favorecido pesquisas. A literatura recente tem 

frequentemente demonstrado a eficácia tanto antimicrobiana quanto anti-inflamatória 

de inúmeros extratos de plantas (Falcão et al., 2018; Mehmood, Murtaza, 2018; 

Acquaviva et al., 2019; Oliveira et al., 2019). Nesse contexto o desenvolvimento de 

novos medicamentos a partir de produtos naturais, que possam sanar as 

necessidades presentes no mercado, como resistência antimicrobiana, alto custo e 

difícil acesso, torna-se fundamental.  

A eficácia antimicrobiana do extrato de Curcuma longa L. a 1%, quando 

utilizado como irrigante subgengival, foi comprovada contra patógenos periodontais 

como Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Prevotella intermedia (P. intermedia) 

e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) (Jalaluddin 

et al., 2019). As atividades antibacteriana e antibiofilme do extrato de casca de 

nogueira contra estafilococos também foram comprovadas na literatura, 

demonstrando que o extrato apresentou atividade antibacteriana satisfatória e 

reduziu significativamente a biomassa do biofilme e a viabilidade celular de maneira 

dose-dependente (Acquaviva et al., 2019). Outro extrato que teve sua atividade 

antibacteriana evidenciada foi o extrato de chá verde solúvel em água sobre 

quarenta e três cepas isoladas hospitalares de Pseudomonas aeruginosa (P. 

aeruginosa). As concentrações inibitórias mínimas e concentrações bactericidas 
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mínimas médias do extrato encontradas contra todas as cepas de Pseudomonas 

auroginosa foram 2,06 +/- 1,76 e 2,54 +/- 2,22 mg/mL (-1) respectivamente, 

sugerindo que o extrato de chá verde possui atividade bactericida significativa em 

cepas multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa Jazani et al. (2007). Em 2018 

os efeitos inibitórios (antibacterianos e antibiofilmes) do extrato de Juglans regia L. 

na formação do biofillme de P. aeruginosa e foram investigados e foi observado que, 

em várias concentrações, o extrato de J. regia L pode fornecer uma alternativa para 

o controle de infecções relacionadas ao biofilme causadas por P. aeruginosa 

(Dolatabadi et al., 2018). 

No que diz respeito a micro-organismos de importância odontológica, a 

atividade antimicrobiana e anti-inflamatória de extratos de plantas também tem sido 

evidenciada. Akhalwaya et al. (2018) avaliaram as maiores propriedades 

antiaderentes contra a formação de biofilme de Streptococcus mutans (S. mutans) 

(reduzido em 97,56%) de extratos de plantas medicinais sul-africanas utilizadas 

tradicionalmente para  tratar infecções orais. Oliveira et al. (2017) demonstraram o 

efeito antimicrobiano do extrato de R. officinalis L (alecrim) sobre biofilmes 

monomicrobianos de Candida albicans (C. albicans), Staphylococcus aureus (S. 

aureus), Enterococcus faecalis (E. faecalis), S. mutans e P. aeruginosa e biofilmes 

polimicrobianos compostos por C. albicans. Ainda o extrato de R. officinalis L 

também forneceu viabilidade celular acima de 50% (a ≤ 50 mg/mL) e mostrou efeito 

anti-inflamatório, não sendo também genotóxico.  Xiao et al. (2018) avaliaram os 

efeitos da curcumina na resposta inflamatória induzida por lipopolissacarídeos em 

fibroblastos gengivais (in vitro) e na periodontite experimental induzida (in vivo) e 

concluíram que a curcumina reduziu significativamente a inflamação gengival e 

modulou a perda de fibra colágena e osso alveolar in vivo. (Oliveira et al., 2017; 

Akhalwaya et al., 2018; Xiao et al., 2018). 

A Salvia officinalis (S. officinalis), popularmente conhecida como sálvia, 

salva comum ou salva ordinária, é um vegetal herbáceo, perene que floresce no 

verão do Hemisfério Sul e é comumente utilizado como condimento.  Suas 

atividades farmacológicas têm sido amplamente estudadas visando sua utilização 

como agente fitoterapêutico (Alexa et al., 2016; Lopresti, 2017). Isto se deve às suas 

propriedades biológicas benéficas, que incluem efeitos antioxidantes demonstrados 

com eficiência maior do que a encontrada em compostos antioxidantes padrão 
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(Kolak et al., 2009), ação antifúngica, evidenciada pela inibição da síntese da parede 

celular e aumento da permeabilidade da membrana de C. albicans (Lee, Kim, 2016); 

e ação anticancerígena com efeitos antiproliferativos (Al-Kalaldeh et al., 2010; 

Nicolella et al., 2014). A sálvia ainda apresenta abrangente atividade antimicrobiana, 

com espectro de ação compreendendo tanto bactérias Gram-positivas como E. 

faecalis  S. mutans e S. aureus (Oliveira Jr et al., 2019; Hassan et al., 2020), quanto 

bactérias Gram-negativas como Escherichia coli (E. coli), Pasteurella multocida (P. 

multocida) e Salmonella Entritidis (S. Entritidis) (Hemeg et al., 2020; Fathi et al., 

2021). 

Outro fitoterápico que merece destaque é Glycyrrhiza glabra (G. glabra), 

pertence à família Fabaceae, originária de áreas mediterrâneas e popularmente 

conhecida como alcaçuz. Suas  raízes e rizomas são tipicamente utilizadas na 

medicina tradicional (Armanini et al., 2002; Rizzato et al., 2017). Estudos recentes 

demonstram extratos fito-complexos de G. glabra com eficiente atividade 

antimicrobiana sobre cepas bacterianas de S. aureus e E. coli, por seu potente efeito 

inibitório sobre o crescimento bacteriano (Wang et al., 2015). Ainda, propriedades 

antifúngicas do extrato de G. glabra foram evidenciadas contra C. albicans (Sharma 

et al., 2016). Testes microbiológicos in vitro evidenciaram o extrato de G. glabra 

como potente eficácia contra principais bactérias envolvidas na cárie dentária (Rai et 

al., 2020). 

O gênero Enterococcus é constituído por diversas espécies, das quais E. 

faecalis e Enterococcus. Faecium (E. faecium) são responsáveis pela maioria das 

infecções (Leavis et al., 2006; Guzman et al., 2016).O número crescente de 

bactérias resistentes a agentes antimicrobianos tem se tornado uma ameaça 

mundial à saúde, se destacando dentre estas E. faecalis e o E. faecium (Paulsen et 

al., 2003; Roca et al., 2015). Isto se deve principalmente ao fato de apresentarem 

resistência à vancomicina, um antimicrobiano, sendo assim classificados como 

enterococos resistentes à vancomicina (VRE). E. faecium e E. faecalis são 

responsáveis por aproximadamente 95% dos isolados de Enterococcus de culturas 

clínicas, e apenas algumas drogas como linezolida e uma combinação de 

quinupristina e dalfopristina são utilizadas clinicamente como alternativa para 

contornar sua resistência à vancomicina (McNeil et al., 2000; Rice, 2001; Orsi, 

Ciorba, 2013). 
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No processo de necrose pulpar, que pode ser advindo de um traumatismo 

dental, lesões cariosas ou até iatrogenias durante tratamento restaurador, ocorre a 

proliferação e colonização do sistema de canais radiculares por uma microbiota 

comensal oral (Kirkevang et al., 2007; Moreno et al., 2013). A infecção endodôntica 

primária possui um caráter polimicrobiano, com a presença de micro-organismos 

aeróbios e anaeróbios Gram-positivos e Gram-negativos (Siqueira, Rôças, 2009; 

Montagner et al., 2010; Rôças, Siqueira, 2010; Tennert et al., 2014). Podendo ser 

resultante de uma falha no tratamento endodôntico, a infecção endodôntica 

secundária ou persistente, é encontrada em canais radiculares tratados 

endodonticamente, apresentando uma microbiota menos diversificada em 

comparação à encontrada nos casos de infecção primária, com predominância de 

microrganismos anaeróbios facultativos Gram-positivos, como E. faecalis (Adib et 

al., 2004; Gomes et al., 2004; Tennert et al., 2014; Zhang et al., 2015). Dessa forma 

a permanência de E. faecalis no interior dos canais radiculares é frequentemente 

associada às infecções endodônticas persistentes (Dahlén et al., 2012). Em 2011, 

Andrade et al. analisaram a prevalência de Enterococcus spp. em 35 canais 

radiculares com necrose pulpar, sendo encontrados em 94% dos casos E. faecalis e 

em apenas 3% dos casos foram encontrados E. faecium. Apesar de ser responsável 

por uma menor porcentagem quando comparado ao E. faecalis, o número de 

infecções causadas por E. faecium tem crescido, tornando fundamental estudos que 

avaliem sua prevalência nos canais radiculares (Andrade et al., 2011; Murad et al., 

2014; Ferreira et al., 2015). Machado et al. (2020) em um estudo para comparar a 

carga e a composição microbiana e determinar as concentrações de 

lipopolissacarídeos (LPS) e ácido lipoteicóico (LTA) encontradas na periodontite 

apical primária e na periodontite apical após tratamento de sessenta amostras 

coletadas do interior do canal radicular, detectaram o E. faecalis dentre as bactérias 

gram-positivas mais prevalentes na periodontite apical primária e ainda, a 

prevalência de E. faecalis e E. faecium na periodontite apical após tratamento 

(Machado et al., 2020). 

Frente às inúmeras propriedades biológicas evidenciadas nos diferentes 

tipos de extratos existentes, bem como ao caráter polimicrobiano presente nas 

infecções que afetam o meio bucal faz-se também relevante uma análise do efeito 
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sinérgico provocado pela utilização de diferentes extratos juntos. Sendo assim esta 

pesquisa se justifica na necessidade de uma análise dos efeitos biológicos de 

extratos de plantas, inclusive na associação entre estes buscando um efeito 

sinérgico para ampliar seu efeito antimicrobiano, que possa desenvolver uma nova 

formulação para uso endodôntico apresentando dessa forma novas alternativas e/ou 

produtos que possam ampliar a terapia medicamentosa na Odontologia. 

. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que: 

a) Os extratos de S. officinalis e de G. glabra apresentaram ação 

antimicrobiana sobre cepas de E. faecium e E. faecalis; 

 

b) Os extratos de S. officinalis e de G. glabra quando associados resultaram 

em combinações com efeito aditivo contra cepas de E. faecium, e efeito 

aditivo e sinérgico contra cepas de E. faecalis; 

 

c) Para ação antibiofilme contra ambas as espécies, E. faecium e E. 

faecalis, no período de contato por 5 min a combinação 1 mostrou 

redução mais efetiva do número de unidades formadoras de colônias. Já 

o contato por 24 h,  apresentou-se mais efetivo na redução do número de 

unidades formadoras de colônias, tanto para combinação 1, quanto para 

combinação 2; revelando-se assim como melhor protocolo de tratamento. 
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