XVIIENCONTRO DE
B PESQUISAE

P iy -
POS'GRADUAQAO X Pré-Reitoria de Pesquisa e ) C E ARA
§ . XUVENCONTRODE = Pés-Graduacio P et s
ST E EDUCAGAO SUPERIOR
* INICIACAO CIENTIFICA  wsoersmow ‘

Bicentendrio da Independéncia: desafios da ciéncia,

da tecnologia e da inovagdo no Brasil.

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA IN VITRO DO EUGENOL CONTRA
FORMAS PLANCTONICAS DE ENTEROBACTERIAS ISOLADAS DE
ALIMENTOS

Benise Ferreira da Sllva Antdnio Mateus Gomes Pereira®; Marilia Viana Albuquerque
de Almeida®; Vlctor Alves Carneiro®, Renata Albuquerque Costa’

'Discente do Programa de Mestrado em Biotecnologia, UNINTA; E-mail: benise.f.silva@hotmail.com;
“Discente do Programa de Doutorado em Biotecnologia, RENORBIO/UECE; E-mail:
mathewsgomes20@gmail.com;

*Docente do curso de Farmécia, UNINTA; Email: mariliav1985@gmail.com;

*Docente do Programa de Mestrado em Biotecnologia, UNINTA; E-mail: viktorcarneiro@gmail.com;
*Docente do Programa de Mestrado em Biotecnologia, UNINTA; E-mail: renata.albug@gmail.com.

Resumo: O eugenol € um composto majoritario de 6leos essenciais e vem sendo apontado
como alternativa no combate a bactérias, incluindo patégenos veiculados a alimentos. O
objetivo da presente pesquisa foi avaliar o efeito antibacteriano do eugenol contra
enterobactérias isoladas de pescado. Foram utilizadas nove estirpes (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Enterobacter cloacae) e a atividade antibacteriana foi avaliada pelo
método de disco-difusdo em &gar, microdiluicdo em caldo e plagueamento em &gar para
determinacdo da concentracdo inibitéria minima e concentracdo bactericida minima. Avaliou-
se também a interferéncia do eugenol na cinética de crescimento das estirpes através da curva
de crescimento no periodo de 24 horas. A concentracdo inibitéria mimima e concentracdo
bactericida minima variaram de 1.250 a 2.500 ug/mL. O eugenol interferiu na cinética de
crescimento sendo observada dimunicdo na area sob a curva e reducdo da densidade oOtica.
Diante do exposto, ressalta-se o potencial do eugenol contra enterobactéricas provenientes de
alimentos.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

As enterobactérias sdo bacilos Gram-negativos associados a casos de gastroenterite e
infeccBes extraintestinais, podendo acometer o sistema urinario, trato respiratério inferior,
sistema nervoso central, pele e tecido subcutaneo (LEE; LEE; CHOE, 2018; ASGARI et al.,
2021). Algumas espécies de enterobactérias podem ser usadas como indicadores de
contaminagdo de origem fecal estando relacionadas ao estado de higiene no processo de
producdo dos alimentos (MLADENOVIC et al., 2021).

Dentre as espécies de enterobactérias, a Eschericia coli, Klebsiella pneumoniae e
Enterobacter cloacae vem sendo associadas a infeccbes nosocomiais (DAVIN-REGLI,
PAGES, 2015) Essas espécies ja foram isoladas de amostras de alimento, incluindo pescado,
aléem disso, ja foi relatada farmacorresisténcia a beta-lactamicos (ALMEIDA et al., 2017).

A fim de mitigar a problematica da emergéncia de bactérias resistentes a farmacos
pesquisas sobre o potencial antibacteriano de produtos naturais vém sendo realizadas. Nesse
sentido, o eugenol, pertencente ao grupo dos fendis, destaca-se como um composto
majoritario de varios 0leos essencias e apresenta diversas atividade farmacologica, incluindo
antimicrobiana (ULANOWSKA; OLAS, 2021).

Diante do exposto, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade
antibacteriana do eugenol contra cepas de enterobactérias isoladas de pescado atraves dos
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testes de disco-difusdo, determinacao da concentracdo inibitoria minima e bactericida minima
e avaliagdo da influéncia na cinética de crescimento bacteriano.

MATERIAL E METODOS
MICROORGANISMOS E CONDICOES DE CULTIVO

Foram utilizadas nove enterobactérias farmacorresistentes isoladas de camardo
(Litopenaeus vannamei) obtidas no comércio varejista de Sobral, CE, Brasil, identificadas
previamente por Almeida et al. (2017). As enterobactérias, E. coli (n=3), K. pneumoniae
(n=3) e E. cloacae (n=3) pertenciam a bacterioteca do NUBEM (UNINTA) e estavam
mantidas a -20°C em Caldo TSB (Non-Animal - Acumedia) com 20% de glicerol. As cepas
foram ativadas em meio TSB (Non-Animal - Acumedia) com incubacéo a 37°C por 24 horas.

TESTE DISCO-DIFUSAO

A atividade antibacteriana do eugenol (FARMOS) foi determinada pelo método de
disco-difusdo em &gar Mueller-Hinton (MHA) (KASVI), de acordo com Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Inicialmente as cepas foram ajustadas a 1,5
x10® UFC/mL em solucdo salina a 0,85% conforme o padréo 0,5 da escala de McFarland. Em
seguida, com um swab estéril, as cepas foram inoculadas em placas contendo MHA (KASVI
— Itélia). Posteriormente, trés discos brancos estéreis (LABORCLIN) de 6 mm de didmetro e
embebidos com 10 uL de eugenol puro foram dispostos na superficie do MHA. Apos 24 horas
de incubacdo a 37° C, o efeito antibacteriano foi avaliado medindo o didmetro das zonas
inibitérias (DZI) em milimetros, e o0s resultados expressos como médias de trés
determinagdes.

CONCENTRAGAO  INIBITORIA  MINIMA  (CIM), CONCENTRAGAO
BACTERICIDA MINIMA (CBM) E CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

A determinacdo da CIM foi realizada pela técnica de microdilui¢do seriada em placas de
poliestireno de 96 pocos de fundo chato estéreis, conforme descrito por CLSI (2015), em
triplicata. Foi utilizado uma solucdo estoque de eugenol (FARMOS) na concentracdo de 10
mg/mL, sendo avaliada as concentragbes de 2.500, 1.250, 625, 312, 156, 78 e 39 ug/mL.
Foram utilizados os seguintes controles: turbidez (meio TSB + eugenol), negativo (meio TSB
+ 1x10° UFC/mL) e de contaminacgéo (apenas meio TSB). As placas foram incubadas por 24
horas a 37°C. Apoés o periodo de incubacdo, considerou-se a CIM a menor concentragdo do
eugenol capaz de inibir visualmente o crescimento bacteriano.

Para determinacdo da CBM foram utilizadas as placas da CIM e retirados 10 pL dos
contetdos dos pocos que ndo apresentaram crescimento bacteriano visivel e, inoculados, em
triplicada, em placas com meio MHA incubadas a 37°C por 24 horas. Passado esse periodo, a
CBM foi considerada como a menor concentracdo do eugenol onde ndo se observou
crescimento bacteriano nas placas de MHA.

Para avaliar a interferéncia do eugenol na curva de crescimento bacteriano, seguiu-se o
método descrito por He et al. (2019) com modificacbes. A placa previamente montada para a
CIM foi lida com auxilio do espectrofotdmetro (SpectraMax®Paradigm® Multi-Mode
Detection Platform) a 620nm, nos tempos 0, 4, 8, 12 e 24h. Para cada cepa (n=3), 0s
resultados foram apresentados na forma de graficos considerando a interferéncia das
concentragdes sub-CIM do eugenol (1/2 e 1/4 CIM) e analisando estatisticamente (ANOVA)
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a area sob a curva, utilizando o Bonferroni pds-teste. Como controle negativo foi considerada
a leitura dos pocos contendo o meio de TSB e a cepa bacteriana com concentracédo ajustada a
1x10° UFC/mL.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Todas as cepas testadas apresentaram sensibilidade ao eugenol. Os resultados da
atividade antibacteriana in vitro, como o diametro da zona de inibicdo, CIM, CBM, do

eugenol contra as estirpes isoladas de alimentos estdo detalhados na tabela 2.

Tabela 2 — Atividade antibacteriana do eugenol contra enterobactérias isoladas de alimentos.

Espécie Codigo  DZI (mm)* CIM (ug/mL)*> CBM (ug/mL)?
C22 15,30,5 2500 2500
Escherli_chia c27 16,6+1,1 2500 >2500
coli
C55 24,0+1,7 2500 2500
C17 20,30,5 2500 2500
Klebsiella c21 16,3+1,5 1250 1250
pneumoniae
C28 16,0+0,1 2500 2500
C32 18,0+0,1 1250 1250
Enterobacter C35 15,0+0,1 2500 2500
cloacae
C47 21,340,5 2500 >2500

Fonte: Autoria prépria (2022). 'Didmetro da Zona de Inibicdo; “Concentracdo Inibitoria
Minima; 3Concentracdo bactericida minima.

Os halos de inibigdo variaram de 15,0+0,1, a 24,0+1,7. Dentre os nove isolados, a E.
coli (C55) apresentou maior sensibilidade ao eugenol quando comparada com as demais. Esse
ensaio serviu como triagem inicial para 0s experimentos posteriores.

A CIM e CBM do eugenol para todas as E. coli foi de 2.500 ug/mL, com execegédo da
C27, uma vez que ndo foi possivel determinar a CBM, sendo superior a 2.500 ug/mL. As
CIM e CBM do eugenol para as K. pneumoniae C17 e C28 foram 2.500 pug/mL, enquanto que
para a K. pneumoniae C21 a CIM e CBM foi de 1.250 ug/mL. Ja para as cepas de E. cloacae,
0 eugenol apresentou CIM e CBM de 1.250 para C32, CIM e CBM de 2.500 para C35 e CIM
de 2.500 para C47. Ndo foi possivel determinar a CBM da C47, sugerindo que seja superior a
2.500 pg/mL.

A acdo do eugenol contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas € bem
documentada na literatura (YADAYV et al., 2015; QIAN et al., 2020). Qian e colaboradores
(2020) avaliaram a acdo do eugenol contra enterobactérias K. pneumoniae resistentes a
carbapenem (KPRC) e apontaram CIM de 200 pug/mL. Na presente pesquisa os valores de
CIM foram no minimo seis vezes maior do que o reportado pelos autores supracitados, dessa
forma, ressalta-se que cepas bacterianas da mesma espécie nao necessariamente apresentam o
mesmo perfil de sensibilidade ao eugenol. O estudo realizado por Dehkordi et al. (2019),
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utilizando eugenol reportou CIM e CBM de 2.500 pg/mL contra Salmonella Typhimurium,
corroborando os valores encontrados no presente estudo (Tabela 2).

Na presente pesquisa, o efeito antibacteriano do eugenol também foi observado na
cinética de crescimento das enterobactérias em concentracdes Sub-CIM (1/2 CIM e 1/4 CIM)
(Figura 1).
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Figura 1 - Interferéncia do eugenol em concentracdes sub-CIM (1/2 CIM (@), 1/4 CIM (@) no

crescimento bacteriano de estirpes de (a) E. coli, (b) K. pneumoniae e (c) E. cloacae.
ASC = Area sob a curva; controle (@ ); * p<0,05. Fonte: Autoria prépria (2022).

O eugenol nas concentracdes 1/2 e 1/4 CIM interferiu na cinética de crescimento de
todas as cepas, sendo a C27 e C32 as mais sensiveis quando comparada com as demais, uma
vez que a fase lag foi estendida até 8h e observou-se tambem a reducdo da D.O apds as 24h
de incubacéo, sugerindo que houve uma reducdo de células quando comparadas com o grupo
controle. Para as demais estirpes, a fase lag foi retardada até as 4h de incubacdo, nas duas
concentragOes testadas, observando-se também que a D.O reduziu ap06s incubacgdo por 24 h.
Quando se observa a ASC, todas as cepas testadas apresentaram diferenca estatistica quando
em contato com o eugenol em concentragdes de 1/2 CIM e 1/4 CIM, indicando que houve
reducdo da populacdo bacteriana em todas as fases de crescimento.

CONSIDERACOES FINAIS

O eugenol apresenta potencial contra formas planténicas de enterobactérias
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farmacorresistentes isoladas de alimento, uma vez que observou-se acdo bactericida e
interferéncia na cinética de crescimento bacteriano. Considerando o exposto, sugere-se a
realizacdo de pesquisas sobre a curva do tempo de morte e mecanismo de acéo, além disso, o
eugenol pode ser pesquisado como possivel alternativa como adjuvante no controle de
infeccOes bacterianas.
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