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Introducéo

A resisténcia bacteriana constitui um dos maiores
desafios da salde publica global, associando-se ao
aumento de casos de infecgdes de dificil tratamento,
elevagdo da mortalidade e crescimento dos custos
hospitalares (Ribeiro et al., 2024; Cunha, Calado,
Fonseca, 2019). Estima-se que cepas resistentes sejam
responsaveis por dezenas de milhares de mortes anuais
somente na América do Norte e Europa, com impacto
econdmico que ultrapassa bilhdes de dolares (Giacomini
et al., 2021; Thorpe, Joski, Johnston, 2018).

O uso inadequado e prolongado de antibiéticos, aliado a
capacidade adaptativa dos microrganismos, tem
favorecido o surgimento de cepas multirresistentes (Otri
et al, 2024). Neste contexto, medicamentos
antimicrobianos utilizados para tratamento de infec¢Ges
bacteriana ndo sdo mais efetivos contra bactérias
resistentes. Portanto, a busca por alternativas terapéuticas
tornou-se urgente e a investigacdo de novos compostos
com potencial antimicrobiano é de extrema relevancia
(Morella-Aucejo et al., 2024).

Produtos de origem natural, como o0s O0leos
essenciais destacam-se por sua ampla gama de atividades
bioldgicas e atuando em diferentes estruturas e processos
bacterianos (Pancu et al., 2021). Entre seus constituintes
ativos, o Eugenol, encontrado em alta concentracdo no
6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum),
tem atividade antimicrobiana relevante, com potencial no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas
contra microrganismos resistentes (Bernal, Hammann,
Kloss, 2022).

Dessa forma, a presente pesquisa teve como
objetivo determinar a Concentragdo Minima Inibitoria
(CMI) do Eugenol contra cepas bacterianas de relevancia
clinica: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853 e
Staphylococcus aureus SM010, cepa clinica resistente. A
avaliacdo do potencial bacteriostatico do Eugenol
mostra-se relevante, uma vez que a busca por novos
agentes com esse perfil ainda representa uma estratégia
terapéutica promissora, especialmente diante do

crescente cenario de resisténcia bacteriana a farmacos de
acdo bactericida direta (Ishak et al., 2024).

Metodologia

Para determinar a CMI, as cepas bacterianas S.
epidermidis ATCC 12228, P. aeruginosa ATCC 27853 e
S. aureus SM010 foram semeadas em placas de Tryptic
Soy Agar (TSA) e incubadas por 24 h a 37 °C. Ap0s esse
periodo de tempo, as coldnias isoladas foram repicadas
em 5 mL de solucdo salina estéril a 0,9% até a turbidez
de 0,5 McFarland. Esse procedimento foi realizado para
se obter uma turvacdo padronizada dos inoculos
bacterianos, com aproximadamente 1,5x108 UFC/mL de
bactérias nesta suspensao.

Em uma placa estéril de 96 pogos, adicionou-se
90 uL de BHI em todos os pogos das colunas 1, 2, 3,5, 6
e 7. Posteriormente, preparou-se soluces contendo
Eugenol com concentragdes variando entre 40 mg/mL —
12 mg/mL (correspondendo aos eppendorf A - H). A
partir disso, adicionou-se 10 uL do Eugenol nos pogos
1A-H, 2A-H e 3A-H de cada solugdo preparada, onde as
concentracdes finais nos pocos foram de: A - 2000
pg/mL, B - 1800 pg/mL, C - 1600 pg/mL, D - 1400
pg/mL, E - 1200 pg/mL, F- 900 pg/mL, G - 700 pg/mL,
e H - 600 pg/mL.

Em toda coluna 9 adicionou-se 200 pL de BHI,
referente ao controle negativo da placa para evidenciar a
esterilidade do meio. Nos pocos A, B, C e D da coluna 1l
adicionou-se 100 pL de BHI, enquanto que nos pogos E,
F, G e H da mesma coluna aplicou-se 90 pL de BHI e 10
pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Na coluna 12A, foi
adicionado 180 uL no pogo A e posteriormente 20 L de
uma solugdo de um farmaco de referéncia para o controle
positivo da bactéria em estudo (Vancomicina para a
bactéria Gram-positiva e Ciprofloxacina para a bactéria
Gram-negativa). Em todas as colunas 1, 2, 3,5, 6, 7,11 e
12 aplicou-se 100 pL do inéculo bacteriano. A Figura 1
ilustra os procedimentos descritos.

A placa foi levada a estufa, a 37 °C por 24 h.
Apo0s esse periodo, aplicou-se 10 uL de resazurina e
levou novamente a estufa por 1 h. Com a aplicacdo do
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referido corante, tem-se a leitura visual: a coloragdo rosa
indica crescimento bacteriano e a coloragdo azul indica
auséncia de crescimento. O CMI ¢ definido como a
menor concentracdo do farmaco capaz de inibir o
crescimento visivel da cultura bacteriana.

Figura 1 - Preparacédo da placa de 96 pocos
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Resultados e discusséo

Os ensaios in vitro demonstraram que o Eugenol
teve um CMI de 600 pg/mL contra as cepas S.
epidermidis ATCC 12228 e S. aureus SMO010. Frente a
bactéria gram-negativa P. aeruginosa ATCC 27853 o
valor de CMI foi maior, correspondente a 900 pg/mL.
Esses resultados podem ser visualizados nas Figuras 2, 3
e 4, respectivamente, que ilustram esquematicamente a
leitura da placa.

Figura 2 — Placa de CMI para S. epidermidis

S. epidermidis ATCC 12228
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Figura 3 — Placa de CMI para SM010

Staphylococcus aureus SM010
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Figura 4 — Placa de CMI para P. aeruginosa

P. aeruginosa ATCC 27853
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Na literatura, observa-se valores de CMI
menores para 0 Eugenol. Sharma et al. (2017) obteve em
seus estudos CMI de 250 pg/mL do Eugenol contra a
cepa S. epidermidis MTCC 435. Para a bactéria P.
aeruginosa ATCC 27853, a mesma deste trabalho,
Mandal, Dias e Franco (2017) constataram CMI de 32
pg/mL.

A cepa S. aureus SM090 corresponde a uma
MRSA (Staphylococcus aureus Meticilina Resistente)
isolada clinica do Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho (HUCFF), situado no Rio de Janeiro. Os
autores Al-Shabib et al. (2017) estudaram diversas cepas
MRSA e identificaram que a CMI variou de 42 a 665
pg/mL.

Essa diferenca entre os valores da literatura pode
estar relacionada as diferencas nas condigdes
experimentais, incluindo a pureza do Eugenol, o método
empregado, meio de cultura, a cepa utilizada e a carga
bacteriana inoculada (Alves et al., 2008). Em
concordancia com isso, estudos indicam que a atividade
do eugenol pode variar de acordo com a cepa investigada
(Ribeiro et al., 2024).

Conclusodes
O estudo microbiolégico demonstrou que o Eugenol
apresenta acdo antibacteriana tanto contra cepas gram-
positivas quanto contra a estirpe gram negativa testada.
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