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BIASI-GARBIN, Renata Perugini. Atividade antibacteriana do eugenol sobre o crescimento e
formacao de biofilme de Streptococcus agalactiae e sinergismo com nanoparticula de prata
produzida por Fusarium oxysporum. 2015. 46f. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia) —
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RESUMO

Streptococcus agalactiae (estreptococo do grupo B — EGB) ¢ um importante agente de infec¢des
em recém-nascidos associadas a colonizagdo vaginal materna. A doenca neonatal de inicio
precoce pode ser prevenida com a antibioticoterapia profilatica intraparto (API) para as mulheres
colonizadas por EGB. Penicilina e ampicilina sdo os farmacos de primeira escolha, sendo que, no
caso de resisténcia ou alergia, recomenda-se o uso de clindamicina, eritromicina € vancomicina.
No entanto, a resisténcia de EGB, in vitro, a clindamicina e eritromicina € crescente em diversos
paises. Além disso, o desenvolvimento de vacinas contra EGB ainda estd em progresso, o que
indica que novas alternativas terapéuticas, seguras e eficazes, devem ser desenvolvidas para
prevenir a transmissdo dessa bactéria. Os produtos naturais sdo fontes promissoras de novas
substancias para tratamento das infec¢des causadas por patogenos resistentes, sendo o eugenol um
dos compostos mais estudados e amplamente utilizado por suas propriedades medicinais. O
objetivo do presente trabalho foi investigar a atividade antibacteriana in vitro do eugenol contra S.
agalactiae e analisar o efeito da combina¢do deste composto com nanoparticulas de prata
produzidas por Fusarium oxysporum (AgNPbio). Foram testadas seis amostras clinicas e uma
cepa de referéncia (ATCC 13813) de S. agalactiae. A determinagdo da Concentra¢do Inibitoria
Minima (CIM) foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo e para a Concentragao
Bactericida Minima (CBM), foram retirados 10 puL dos pogos onde nao havia crescimento
bacteriano e inoculados em agar sangue (AS). A faixa de concentracdo avaliada para o eugenol foi
de 0,015% a 1%. A CIM e a CBM variaram de 0,125% até 0,5%. A determinacdo do efeito
bactericida tempo-dependente do eugenol foi realizada pela andlise da curva de morte,
determinando a contagem de UFC em placa de AS. Nenhuma unidade formadora de colonia foi
detectada apods 2, 4 e 10 h de incubag¢do na presenca de concentragdes de eugenol iguais as
respectivas CIMs para as amostras EGB 89, EGB 121 e a cepa de referéncia, respectivamente.
Apos 10h de exposicdo ao eugenol, as células de EGB tratadas apresentaram colorag¢do vermelho
fluorescente, utilizando o Kit LIVE/DEAD baclight (Molecular Probes) indicando bactérias
mortas em contraste com as células nao tratadas verde - fluorescentes. A combinagdo do eugenol
com AgNPbio mostrou efeito sinérgico para todas as amostras de EGB estudadas, provocando
reducdo de 4 a 8 nos valores de CIM do eugenol e de 4 a 256 vezes para AgNPbio. As alteracdes
morfoldgicas e ultraestruturais provocadas pelo eugenol foram analisadas por microscopia
eletronica de varredura e de transmissdo e mostraram células tratadas fragmentadas, apresentando
extravasamento do conteudo celular, além de alteracdes na morfologia bacteriana, rompimento da
parede celular e diminuicdo da eletrodensidade celular. Eugenol apresentou efeito inibitdrio na
viabilidade de células sésseis, como mostrado pelo ensaio de reducdo do XTT, tanto durante a
formagdo dos biofilmes, com SMIC,, variando de 0,06% a 0,5%, como sobre biofilmes maduros,
com SMICsy variando de 0,02% a 0,25%. Os resultados obtidos neste estudo comprovam a
efetividade do eugenol contra células planctonicas e sésseis de EGB, reforcando o potencial deste
composto como um antibacteriano adicional no tratamento da colonizagdo vaginal materna.

Palavras-chaves: Streptococcus agalactiae. Biofilme. Eugenol. Nanoparticula de prata.
Fusarium oxysporum.
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ABSTRACT

Streptococcus agalactiae (group B streptococcus - GBS) is an important agent of infections in
newborns associated with maternal vaginal colonization. Neonatal early onset disease can be
prevented with intrapartum antibiotic prophylaxis (IAP) in women colonized with GBS.
Penicillin and ampicillin are the first choice-drug, and erythromycin, clindamycin and
vancomycin are the agents recommended in cases of pregnant colonization with beta-lactams
resistant GBS or beta-lactams-allergy. However, resistances to erythromycin and clindamycin
among GBS isolates have emerged in different regions of the world. Furthermore, the
development of vaccines against GBS is still in progress, indicating that new safe and
effective therapeutic alternatives should be developed to prevent the transmission of this
bacterium. Natural products are potential sources of new substances for the treatment of
infections caused by resistant pathogens and eugenol is one of the most studied compounds
and widely used for its medicinal properties. The aim of this study was to investigate the in
vitro antibacterial activity of eugenol against S. agalactiae and analyze the effect of the
combination of this compound with silver nanoparticles produced by Fusarium oxysporum
(AgNPbio). Six clinical strains of S. agalactiae and the reference strain S. agalactiae (ATCC
13813) were tested. The minimal inhibitory concentrations (MIC) of eugenol was determined
by broth microdilution method and for the minimum bactericidal concentration (MBC), the
content from the wells (10 pL) showing no growth were transferred to Tryptic Soy Agar
(TSA) containing 5% sheep blood plates. The concentration range evaluated to eugenol was
0.015 % to 1 %. The MIC and MBC ranging from 0.125 % to 0.5 %. The determination of
time-dependent bactericidal effect of eugenol was performed by time- kill curves determining
the CFU counts in TSA plus 5% sheep blood plates. No colony forming unit were detected
after 2, 4 and 10 h of incubation in the presence of eugenol concentrations equal to the
respective MIC for samples GBS 89, GBS 121 and the reference strain, respectively. After 10
h exposure, the GBS cells treated with eugenol presented red fluorescent staining, by using
LIVE/DEAD® BacLight™ staining kit, indicating dead bacteria in contrast to green
fluorescent untreated cells. The combination of eugenol with AgNPbio reduced significantly
the MIC values of both compounds for all studied GBS strains, causing decrease of MIC
values by 4 to 8 for eugenol and 4 to 256 fold for AgNPbio. The morphological and
ultrastructural changes caused by eugenol were analyzed by scanning and transmission
electron microscopy and showed fragmented treated cells, with leakage of cytoplasmic
contents, in addition to changes in bacterium morphology, disruption of the cell wall and
decreased in eletron cell density. Eugenol showed inhibitory effect on viability of sessile cells,
as analyzed by XTT reduction assay, in both during the formation of biofilms with SMIC,
ranging from 0.06 % to 0.5%, and on mature biofilms with SMICs, ranging from 0.02% to
0.25%. The results of this study prove the effectiveness of eugenol against GBS planktonic
and sessile cells, reinforcing the potential of this compound as an additional antibacterial
treatment of maternal vaginal colonization.

Keywords: Streptococcus agalactiae. Biofilm. Eugenol. Silver nanoparticle. Fusarium
oxysporum.
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1 INTRODUCAO

Streptococcus agalactiae (EGB — Estreptococo do grupo B de Lancefield) é uma
bactéria Gram positiva que pode causar doengas severas em individuos de todas as idades,
variando de infec¢des da corrente sanguinea (sepse) e pneumonia a meningite e infecgdes de
pele. Atualmente, EGB continua sendo uma importante causa de infeccdo em gestantes e
recém-nascidos no mundo inteiro, provocando significante morbidade e mortalidade entre
essa populacdo (PHARES et al., 2008; VERANI et al., 2010). Adicionalmente, EGB tem
emergido como patdgeno importante de infec¢des entre os adultos, principalmente idosos e
imunocomprometidos em diversos paises (SKOFF et al., 2009; LAMAGNI et al., 2013).
Esses dados sao preocupantes quando observado que a mortalidade associada a esses
pacientes ¢ frequentemente maior do que em recém-nascidos (PHARES et al., 2008).

Embora a implantacdo de diretrizes para deteccdo e antibioticoprofilaxia intraparto
(API) em gestantes portadoras de EGB tenha conduzido a uma redugdo significativa na
incidéncia de infec¢do neonatal precoce (SHRAG et al., 2000; VERANI et al., 2010), alguns
trabalhos tém mostrado que a API ndo previne o desenvolvimento de doenga tardia entre os
recém-nascidos (PHARES et al., 2008). Além disso, apesar de ser uma pratica comum em
diversas instituicdes, em alguns paises ainda ndo ha consenso em relagdo a estratégia de
prevengao de infeccdo neonatal por EGB.

A disseminacdo do uso da API também tem levantado preocupagdes sobre a
emergéncia de resisténcia de EGB aos antimicrobianos e aumento de infec¢des perinatais por
outros patogenos (PHARES et al., 2008). A resisténcia a penicilina representa uma ameaca
ao sucesso das estratégias de prevencao da doenca de inicio precoce e leva a falhas na
terapia, ja que esse medicamento ¢ a primeira escolha para o tratamento de infec¢des por
EGB. Além disso, o aumento da resisténcia aos antimicrobianos de segunda linha,
clindamicina e eritromicina, limita a preven¢do e tratamento para pacientes que apresentam
alergia a penicilina.

Em geral, EGB isolados de gestantes t€ém se mostrado sensiveis aos beta-lactamicos
(PALMEIRO et al., 2010, GARLAND et al., 2011; TURNER et al., 2012). Entretanto,
relatos de isolados de gestantes (LINHARES et al., 2011) e ndo gestantes (KIMURA et al.,
2008; NAGANO et al., 2012) resistentes a penicilina foram descritos nos tltimos anos. Por
outro lado, a resisténcia a macrolideos e clindamicina entre isolados de EGB de gestantes
tém emergido em diferentes regides do mundo (GARLAND et al., 2011; LINHARES et al.,
2011; LAMBIASE et al., 2012; TURNER et al., 2012).



Esses resultados refor¢am a necessidade de determinacao do perfil de sensibilidade
aos agentes antimicrobianos para o sucesso da API na prevencao de infeccdo neonatal por
EGB. Além disso, novas alternativas terapéuticas, eficazes e seguras, devem ser
desenvolvidas para prevencao da transmissdo dessa enfermidade. Visto que os estudos para o
desenvolvimento de vacinas contra EGB ainda estio em progresso, a quimioterapia,
juntamente com a prevengao da transmissao, permanece como importante medida no controle
da infecc¢do por EGB.

Considerando a grande necessidade de desenvolvimento de novas substincias com
atividade antimicrobiana e a diversidade molecular dos produtos naturais, estes compostos
continuam sendo alvo de interesse para pesquisadores e a industria farmacéutica. Neste
contexto, estudos sobre o efeito antimicrobiano de produtos naturais extraidos de plantas sdo
de extrema importancia, uma vez que sdo fontes promissoras para o isolamento de novas
substancias que apresentam diferentes mecanismos de agdo e que podem ser utilizadas como
antimicrobianos alternativos, diminuindo, assim, o risco de desenvolvimento de resisténcia

aos antibioticos disponiveis comercialmente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo investigar a atividade antibacteriana in vitro
do eugenol contra Streptococcus agalactiae e analisar o efeito da combinacdo deste

composto com nanoparticulas de prata produzidas por Fusarium oxysporum (AgNPbio).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a concentragdo

bactericida minima (CBM) do eugenol sobre células planctonicas de EGB.

e Avaliar o efeito do eugenol sobre a cinética de crescimento de EGB.

e Avaliar o efeito da combinacdo entre o eugenol e as nanoparticulas de prata

produzidas por Fusarium oxysporum (AgNPbio) sobre o crescimento de EGB.

e Identificar as alteragdes morfologicas e ultraestruturais provocadas pelo eugenol

sobre as células planctonicas de EGB.

e Investigar a atividade do eugenol sobre a formacdo de biofilme e sobre

biofilmes maduros de EGB.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Streptococcus agalactiae sdo cocos Gram-positivos, beta-hemoliticos, que se
apresentam agrupados em cadeias ou dispostos aos pares. Estes micro-organismos foram
originalmente classificados por Rebecca Lancefield, que definiu dois antigenos de
carboidratos especificos da parede celular em S. agalactiae: o antigeno especifico do grupo
B, um polissacarideo composto por ramnose, N-acetil-glicosamina e galactose, comum para
todas as cepas e que define esta espécie como um estreptococo do grupo B (EGB) e o
antigeno capsular, um polissacarideo rico em 4cido sialico, que atualmente possibilita a
classificagdo dos EGBs em dez sorotipos diferentes [Ia ,Ib, II a IX] e representa um dos
principais fatores de viruléncia dessa espécie (LANCEFIELD, 1934; DORAN; NIZET, 2004;
SLOTVED et al., 2007). Podem ser encontrados na microbiota humana, colonizando o trato
gastrointestinal e geniturinario de adultos saudaveis, porém sio considerados patogenos
oportunistas, podendo causar infec¢des graves em gestantes, recém-nascidos e em adultos
ndo-gestantes, principalmente idosos e individuos imunocomprometidos (SCHUCHAT,

1998; SCHRAG et al., 2000; SKOFF et al., 2009; LE DOARE; HEATH, 2013).

3.1.1 Epidemiologia e Patogénese das Infeccbes por EGB

Streptococcus agalactiae foi primeiramente descrito como agente etioldgico de
mastite bovina (NOCARD; MOLLEREAU, 1887) e apenas na década de 1930 foi
identificado em swabs vaginais e associado a casos de doengas fatais em mulheres no periodo
pos-parto (LANCEFIELD; HARE, 1935; FRY, 1938). Ja na década de 1970, este micro-
organismo surgiu como importante causa de infec¢des invasivas em humanos e se tornou o
principal agente de sepse, pneumonia € meningite no periodo neonatal (BAKER; GORDON;
YOW, 1973). Atualmente, EGB ainda ¢ considerado a maior causa infecciosa de morbidade
e mortalidade neonatal nos Estados Unidos (PHARES et al., 2008; VERANI et al., 2010).

A infeccdo sist€émica em recém-nascidos apresenta duas formas distintas de
manifestacdo clinica: a doenca neonatal de inicio precoce (early-onset disease - EOD) e a de
inicio tardio (late-onset disease - LOD). A doenga neonatal de inicio precoce é definida
como a infec¢do que se manifesta nos primeiros seis dias de vida, representando cerca de 60-

70% de todas as doencas causadas por EGB, e se apresenta tipicamente como sepse ou
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pneumonia (VERANI et al., 2010; LE DOARE; HEATH, 2013). Por outro lado, a doenca
neonatal de inicio tardio, que ocorre a partir da primeira semana até o terceiro més de vida,
estd geralmente associada com prematuridade extrema (LIN et al., 2003) e em mais de 50%
dos casos se manifesta como meningite (HEATH et al., 2004; WEISNER et al., 2004).

O processo de infec¢do neonatal ¢ complexo e multifatorial. Fatores do hospedeiro
sdao fundamentais para o estabelecimento do estado patogénico de EGB, porém os atributos
de viruléncia bacterianos também auxiliam na progressao da doenga (MELIN, 2011).

A primeira fase da patogénese da doenca invasiva neonatal é o estabelecimento da
colonizacdo vaginal em mulheres gravidas, incluindo a aderéncia as células do epitélio do
trato geniturindrio e resisténcia as defesas imunoldgicas da mucosa vaginal (DORAN;
NIZET, 2004). O trato gastrointestinal ¢ o reservatorio natural de EGB e a fonte para a
colonizacdo vaginal na mulher (SCHUCHAT, 1999). Estima-se que mais de 30% dos adultos
sejam comumente colonizados com EGB, mas permanecem assintomaticos. A colonizacio
vaginal pode ser transiente, intermitente ou persistente € ocorre mais comumente na
adolescéncia (CDC, 1996). Estudos epidemioldgicos mostraram que a taxa de colonizacdo de
gestantes por EGB varia de acordo com a regido geografica avaliada sendo, no entanto,
similar em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Estima-se que 10-37% das gestantes
sdo colonizadas com EGB e aproximadamente 30-70% dos recém-nascidos dessas mulheres
tornam-se colonizados, sendo que 1 - 3% deles desenvolvem doenca invasiva (VERANI et
al., 2010; MELIN, 2011). Além disso, mulheres colonizadas com EGB durante a gestagdo
apresentam risco aumentado de ter bebés natimortos ou parto prematuro (SCHRAG et al.,
2000).

Embora a colonizagdo vaginal materna com EGB durante o trabalho de parto seja
pré-requisito para desencadear a doenga invasiva em recém-nascidos, outros fatores maternos
e obstétricos podem também estar relacionados como, bacteriuria por EGB durante a
gestagdo, o que indica alta taxa de colonizacdo vaginal; corioamnionite; ruptura das
membranas por mais de 18 h antes do trabalho de parto, levando a prolongada exposicao do
feto ao EGB e parto prematuro, devido a incompleta transferéncia de anticorpos maternos ao
feto. Outros fatores de risco ainda incluem as mulheres de raga negra, o uso de dispositivos
intrauterinos, obesidade e auséncia de lactobacilos na microbiota gastrointestinal
(SCHUCHAT, 1999).

O mecanismo de infec¢do neonatal de inicio precoce ocorre primeiramente pela
ascensdo de EGB até a cavidade amnidtica durante o trabalho de parto ou apds a ruptura

prematura das membranas, sendo que a transmissao vertical pode também ocorrer durante a
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passagem do feto pelo canal de parto ou por aspiragao do liquido amniodtico infectado
(DORAN; NIZET, 2004; VERANI et al., 2010). Apos o nascimento, EGB consegue se
multiplicar no interior dos alvéolos do neonato, aderir ao epitélio respiratorio e evadir da
acdo dos macrofagos pulmonares. Este mecanismo provoca prejuizos a integridade do
epitélio pulmonar resultando em pneumonia, que ¢é caracteristica da doenga de inicio precoce
e parece estar relacionada com as propriedades citotoxicas da -hemolisina/citolisina (-HC)
de EGB (DORAN; NIZET, 2004). A invasdo do epitélio pulmonar e das células endoteliais
auxiliam EGB a alcangar e se disseminar na corrente sanguinea, causando sepse, meningite e
osteomielite (MELIN, 2011).

Um dos principais fatores de viruléncia de EGB ¢ a expressio da capsula
polissacaridica, que auxilia na evasdo bacteriana do sistema imune do hospedeiro por
interferir no processo de ingestdo pelos fagocitos. Para que a fagocitose ocorra de maneira
eficiente, as células bacterianas precisam sofrer opsonizagdo por anticorpos especificos ou
por componentes do sistema complemento que estdo presentes no soro dos neonatos, porém
em quantidades insuficientes. Além disso, outros fatores produzidos por EGB e que
interferem com as defesas do hospedeiro foram também identificados, como a producdo da
C5a peptidase, que inativa a C5 humana, produzida durante a ativagdo do complemento
(DORAN; NIZET, 2004).

Outro importante fator de viruléncia de EGB, que pode ser considerado um pré-
requisito para a invasividade e para o desenvolvimento da doenca por EGB, ¢ a habilidade de
aderir ao endotélio e epitélio vascular, particularmente no tecido vaginal, membranas
coridnicas e epitélio pulmonar dos neonatos. Pilus ou fimbrias sdo estruturas presentes na
superficie da célula de EGB que parecem ter uma fun¢do fundamental em promover a
aderéncia as células epiteliais do hospedeiro e a migragao transepitelial (TELFORD et al.,
20006), além de estarem envolvidos com a formagdo de biofilmes, favorecendo a colonizagio
persistente (RINAUDO et al., 2010). Além disso, componentes da parede celular podem
ainda desencadear a resposta inflamatéria no hospedeiro e induzir a sindrome séptica
(DORAN; NIZET, 2004).

Em contraste, a patogénese da infec¢do de inicio tardio € pouco conhecida e sabe-se
que esta doenca nem sempre esta associada com a transmissdo vertical. A transmissao
horizontal durante o periodo neonatal pode ocorrer da mae para o recém-nascido ou a partir
de outras fontes hospitalares ou comunitarias (AL-MAANI et al., 2014). J& foi relatado
também que a amamentacdo pode ser fonte deste tipo de infeccdo tardia (FILLERON et al.,

2014).
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Doencas causadas por EGB ndo sdo restritas somente aos neonatos, sendo comuns
também entre as gestantes, idosos e individuos imunocomprometidos. Em mulheres gravidas
ou no periodo pos-parto, a colonizagdo do trato genital por EGB ¢ geralmente assintomatica,
porém manifestagdes clinicas podem incluir infec¢des do trato urinario, corioamnionites,
endometrites, infec¢des de feridas associadas com césarea ou episiotomia, sepse puerperal e,
ocasionalmente, meningite, tromboflebite séptica e outras complicagdes (SCHRAG et al.,
2000).

As manifestacdes clinicas mais comuns em idosos e individuos
imunocomprometidos incluem infecgdes de pele e tecidos moles, bacteremia sem foco,
pneumonia e osteomielite, além de meningite e endocardite, que sdao raras, mas
frequentemente associadas com altas taxas de morbidade e mortalidade (PHARES et al.,
2008; SKOFF et al., 2009). Em contraste com neonatos e gestantes, a incidéncia de doengas
causadas por EGB entre os adultos ndo gestantes aumentou significativamente em diversos
paises. Um estudo realizado nos Estados Unidos, no periodo de 1990 a 2007, mostrou que
entre os adultos com idade entre 15 e 64 anos, a incidéncia da doenga por EGB aumentou em
48% e entre aqueles com idade maior que 65 anos, houve aumento de 20%, sendo que, na
maioria dos casos (88%) os pacientes apresentavam mais de uma condigdo médica
subjacente, como, por exemplo, diabetes (SKOFF et al., 2009). Lamagni e colaboradores
(2013) analisaram a emergéncia das infec¢des por EGB no Reino Unido, no periodo de 1991
a 2010, e mostraram que a taxa anual de casos dobrou de 1,48 para 2,99 por 100.000
habitantes, sendo que aumentos significativos foram observados em todas as faixas etarias,
porém mais pronunciados em adultos. Esses dados sdo preocupantes quando observado que a
mortalidade associada a esses pacientes ¢ frequentemente maior do que em recém nascidos

(PHARES et al., 2008).

3.1.2 Prevengdo e Tratamento da Infecgdo Neonatal por Streptococcus agalactiae

3.1.2.1 Profilaxia Antimicrobiana

A emergéncia de infec¢des neonatais graves por EGB na década de 1970 incentivou
a realizacdo de diversos estudos focados principalmente na busca por medidas de prevengao,
visto que a doenca ja se manifestava no momento do nascimento, limitando as oportunidades
de interven¢ao (MELIN, 2011). No final de 1980, ensaios clinicos mostraram que a doenga

precoce por EGB poderia ser evitada pela administragdo de profilaxia antibacteriana durante
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o trabalho de parto em mulheres colonizadas, sendo o tratamento intravenoso com
antimicrobianos beta-lactdmicos a melhor e mais efetiva pratica de prevengao para reduzir ou
eliminar a transmissao de EGB aos neonatos (BOYER; GOTOFF, 1986; SCHUCHAT, 1999;
PHARES et al., 2008). Porém, apenas em 1996, o Center for Disease Control and Infection
(CDC), em colaboracdo com associagdes profissionais americanas relevantes, publicou
diretrizes para a preven¢ao da doenga precoce por EGB (CDC, 1996), que foram atualizadas
em 2002 (SCHRAG et al., 2002) e posteriormente em 2010, quando foram estabelecidas
novas orientacdes referentes ao uso racional dos antibidticos, triagem de urina e ampliagdo
das metodologias laboratoriais para deteccdo de EGB, incluindo a identifica¢do a partir de
meios cromogénicos e diretamente de meios enriquecidos, utilizando testes de amplificagdo
de 4cido nucléico, como a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) (VERANI et al., 2010).

Entre as recomendagdes, foi proposta a cultura para triagem de Streptococcus
agalactiae entre a 35" ¢ 37" semana de gestagdo para todas as gestantes, com o objetivo de
estabelecer a pratica de administragdo de antibioticoterapia profilatica intraparto (API)
durante o trabalho de parto para aquelas colonizadas por estreptococos -hemoliticos (CDC,
1996, SCHRAG et al., 2000; VERANI et al., 2010; VERANI; SCHRAG, 2010). Com a
implementagdo dessas medidas, houve reducao de 27% na incidéncia de doenga invasiva em
recém-nascidos, passando de 0,47 para 0,34 casos por 1000 nascidos vivos (VERANI et al.,
2010; VERANI; SCHRAG, 2010).

Baseado nos fatores de risco que aumentam a probabilidade de infec¢do por EGB,
além do resultado positivo da cultura do swab, outros fatores também sao considerados para
inclusdo materna na API, principalmente bacteriaria por EGB em qualquer periodo da
gestagao, historico de filho com doenga invasiva por EGB, parto prematuro (< 37 semanas de
gestago), ruptura das membranas por tempo superior a 18 h e febre intraparto (> 38 °C)
(VERANTI et al., 2010).

Em relacdo aos agentes antimicrobianos utilizados na API, a penicilina ¢
considerada o farmaco de primeira escolha para a profilaxia e tratamento das infecc¢des
causadas por EGB, pois seu espectro antimicrobiano, mais estreito do que o da ampicilina,
reduz a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia em outros micro-organismos, além
de que a maioria das cepas de EGB permanece sensivel a este medicamento (SCHUCHAT,
1999).

Em contrapartida, os protocolos internacionais sugerem que para mulheres alérgicas
a penicilina deve ser considerado o uso de cefazolina, clindamicina, eritromicina ou

vancomicina, embora a eficdcia desses antimicrobianos nao tenha sido comprovada por
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ensaios controlados. O uso da cefazolina tem sido indicado como segunda linha para
mulheres alérgicas a penicilina com baixo risco de anafilaxia, dada a similaridade da
farmacocinética e farmacodindmica deste farmaco com a penicilina, embora seja estimado
que aproximadamente 10% dessas mulheres também apresentem reagdes de
hipersensibilidade imediata a cefalosporinas. Ja para as mulheres alérgicas que apresentam
alto risco de anafilaxia (histérico de anafilaxia, angioedema, dificuldade respiratoria ou
urticaria apds administracdo de penicilina), as diretrizes sugerem o uso de
clindamicina/eritromicina ou vancomicina. A escolha de um ou mais antibidticos ¢ feita de
acordo com os resultados dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos. Clindamicina deve
ser indicada caso o isolado de EGB seja sensivel a este antimicrobiano e a eritromicina ou
ainda, se ¢ resistente a eritromicina, mas sensivel a clindamicina, desde que o teste de
indugdo de resisténcia a clindamicina seja negativo. Caso contrario, se a sensibilidade para
ambos os agentes ¢ desconhecida, essas mulheres devem receber vancomicina. No entanto, a
habilidade de clindamicina, eritromicina € vancomicina atingirem concentragdes satisfatorias

na corrente sanguinea fetal ainda ¢ limitada (VERANI et al., 2010).

3.1.2.2 Antissépticos Vaginais

Uma abordagem menos invasiva para reduzir a colonizagdo materna e a transmissao
vertical de EGB ¢ a utilizacdo de antissépticos vaginais no inicio do trabalho de parto
(SCHUCHAT, 1999; VERANI et al.,, 2010). Estudos tém mostrado a possibilidade de
utilizagdo de uma solugdo antisséptica de clorexidina, que tem ampla eficicia contra
bactérias Gram negativas aerObicas e anaerobicas e também micro-organismos Gram-
positivos. Solugdes de clorexidina na forma de acetato, diacetato, digluconato e gluconato
tém sido avaliadas em concentragdes que variam de 0,25% a 0,5%, as quais ndo apresentam
efeitos secundarios (CUTLAND et al., 2009).

Embora alguns trabalhos tenham mostrado redug¢do da colonizagdo bacteriana e
diminui¢do de mortes por sepse em recém-nascidos apos assepsia vaginal com clorexidina
(BAKR; KARKOUR, 2005; TIELSCH et al., 2007), estudos randomizados publicados
recentemente ndo mostraram nenhum beneficio materno ou neonatal (CUTLAND et al.,
2009; SALEEM et al., 2010). Ainda que a assepsia vaginal seja provavelmente menos eficaz
do que a profilaxia com antibioticos sistémicos, a vantagem no uso de microbicidas topicos ¢

que estes produtos ndo promovem a selegdo de patdgenos resistentes (SCHUCHAT, 1999).
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3.1.3 Resisténcia Antimicrobiana

A disseminacdo do uso da API para a preven¢ao de doengas neonatais por EGB tem
sido preocupante diante da possibilidade do desenvolvimento de resisténcia entre os isolados
bacterianos ou aumento das infecgdes perinatais por outros patdogenos, como Escherichia coli
(PHARES et al., 2008). Embora na maioria dos paises os isolados de EGB continuem
sensiveis a penicilina, desde 1994, estudos identificaram isolados com sensibilidade reduzida
a este antimicrobiano, sendo que o acimulo de mutagdes nas proteinas de ligacao a penicilina
PBP1, PBP2b e PBP2x, que participam da biossintese da parede celular, sdo as mais descritas
(BETRIU et al., 1994; KIMURA et al., 2008; NAGANO et al., 2008, NAGANO et al., 2009,
LONGTIN et al., 2011; NAGANO et al., 2012). Nestes casos, como descrito anteriormente,
os macrolideos, em especial a eritromicina, e a clindamicina sdo recomendados como agentes
de segunda escolha, sendo, no entanto, a primeira alternativa para a profilaxia intraparto em
gestantes alérgicas a penicilina e com alto risco de anafilaxia (VERANI; SCHRAG, 2010).
Porém, resisténcia a esses antimicrobianos entre isolados de EGB tem sido descrita em
diversos paises. De acordo com relatdrios publicados nos Estados Unidos, no periodo de
2006 a 2009, a resisténcia de EGB, in vitro, a clindamicina e eritromicina tem sido crescente,
variando de 25% a 32% para a eritromicina e de 13% a 20% para clindamicina
(BORCHARDT et al., 2006; CASTOR et al., 2008; PHARES et al., 2008). Além disso,
estudos em outros paises, como Suica, [talia e Brasil, também mostraram taxas significativas
de resisténcia a estes antimicrobianos, variando de 14,5% a 70% para eritromicina e de 8,2%
a 70% para clindamicina (LAMBIASE et al., 2012; OTAGUIRI et al., 2013; FROHLICHER
etal., 2014).

Os mecanismos de resisténcia aos macrolideos mais comuns em espécies do género
Streptococcus incluem a metilagdo pos-transcricional dos residuos de adenina presentes no
RNA ribossomal 23S, mediada por uma metilase codificada pelos genes erm (ermB, ermA
(subclasse ermTR) ou ermC) e o efluxo do antimicrobiano, mediado por uma proteina ligada
a membrana codificada pelos genes mef (variantes mefA ou mefE). A expressao dos genes
erm resulta em fenotipo MLSg, responséavel por gerar resisténcia cruzada aos macrolideos,
lincosamidas e estreptogramina B, podendo ser constitutiva (¢cMLSg), bem como indutiva
(iMLSg) (LECLERCQ, 2002). Por outro lado, o fenétipo M, codificado pelos genes mef,
conferem resisténcia apenas aos membros 14- e 15- dos macrolideos (eritromicina e
azitromicina), enquanto que as lincosamidas, estreptograminas e membros 16- dos

macrolideos permanecem ativos (CLANCY et al., 1996; KLAASSEN; MOUTON, 2005).
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Os problemas relacionados com a resisténcia aos antibioticos podem, futuramente,
se tornar um obstaculo para o tratamento das mulheres alérgicas. Se for considerado estavel o
nimero de mulheres alérgicas com risco de anafilaxia e o aumento do nimero de mulheres
colonizadas, pode-se prever que mais mulheres serdo tratadas com antibidticos alternativos,
potencialmente ineficazes, o que pode levar ao aumento do espectro de resisténcia entre os

isolados de EGB (LAMBIASE et al., 2012).

3.1.4 Consequéncias ndo intencionais da Antibioticoterapia Profilatica Intraparto

Pode-se observar que ainda héd controvérsias sobre os beneficios trazidos pela API,
principalmente devido aos efeitos adversos do tratamento, como o risco de anafilaxia
materna, ao aumento da incidéncia de infec¢des invasivas por Gram negativos e ainda ao
aumento das taxas de resisténcia entre os isolados de EGB. Soma-se a isso o fato de que a
API ndo foi efetiva para a reducdo da incidéncia da doenca tardia entre os recém-nascidos
(PHARES et al., 2008). Visto que o desenvolvimento de vacinas contra EGB ainda estd em
progresso, novas alternativas terapéuticas seguras e eficazes devem ser desenvolvidas para
prevenir a transmissdo dessa bactéria durante o parto ou mesmo para o tratamento das

infecgdes causadas por EGB.

3.2 ANTIMICROBIANOS NATURAIS DERIVADOS DE PLANTAS

Os produtos naturais, extensivamente empregados na medicina popular, por
representarem uma alternativa econdmica, de facil obtencdo e aplicabilidade para diversas
patologias, se apresentam como fontes promissoras de novas substincias. Eles tém
contribuido significativamente para o fortalecimento da industria farmacéutica, sendo fonte
para o isolamento de substancias bioativas, cuja sintese organica das estruturas quimicas
seria economicamente inviavel (HOLETZ et al., 2002; ROJAS et al., 2006). De acordo com
Newman e colaboradores (2012) aproximadamente metade dos medicamentos
antimicrobianos aprovados entre 1981 e 2010 ¢ derivado de compostos naturais, mostrando a
influéncia marcante destes produtos na descoberta de novos farmacos antimicrobianos.

A atividade antimicrobiana de vdarios compostos derivados de plantas ja foi
largamente estudada e muitos componentes ativos foram identificados. A maioria destes
componentes sao metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas como mecanismo de

defesa contra predadores, insetos, herbivoros e microrganismos. Esses fitoquimicos sao
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classificados de acordo com a sua estrutura quimica, sendo as principais classes com agao
antimicrobiana: os compostos fenolicos, que incluem os flavonoides, as quinonas, os taninos
e as cumarinas; os alcaloides, os terpenoides, lecitinas e polipeptideos (UPADHYAY et al.,
2014).

A principal vantagem do uso de agentes antimicrobianos derivados de plantas para
fins terapéuticos ¢ que nao apresentam efeitos colaterais em comparacdo com aqueles
associados aos medicamentos sintéticos. Além disso, até o presente momento, ndo foi
documentado nenhum relato de resisténcia antimicrobiana para esses fitoquimicos,
provavelmente devido aos multiplos mecanismos de a¢do que impedem a sele¢do de cepas
bacterianas resistentes. O efeito antimicrobiano acentuado, a natureza ndo-tdxica e a
acessibilidade destes compostos tém sido caracteristicas importantes que possibilitam sua
ampla utilizacdo como promotores de crescimento em industria de gado e aves, como agentes
antimicrobianos e desinfetantes eficazes na industria de alimentos, como componentes de
terapias com ervas em medicina veterinaria e fonte para o desenvolvimento de novos

antibioticos pela industria farmacéutica (UPADHYAY et al., 2014).

3.2.1 Produtos Naturais com A¢ao em Streptococcus agalactiae

Embora ainda sejam escassos na literatura, alguns estudos com compostos naturais
tém mostrado o potencial antibacteriano contra EGB de substancias extraidas de diferentes
fontes como plantas, fungos, animais e metabolitos bacterianos.

Entre os produtos derivados de plantas, foi observada a atividade antimicrobiana do
extrato aquoso de Phyllanthus niruri, o qual apresentou uma zona de inibigao de 12 mm pelo
teste de disco difusdo e concentragdo inibitéria minima (CIM) de 1 mg/mL contra EGB
(AMIN et al., 2012). Da mesma maneira, o efeito bactericida do 6leo essencial e do extrato
de Bupleurum marginatum foi observado em uma cepa de referéncia S. agalactiae ATCC
27956. Entre as cepas bacterianas testadas, S. agalactiae ATCC 27956 apresentou maior
sensibilidade tanto ao extrato quanto ao dleo essencial, apresentando as maiores zonas de
inibi¢do (14 mm e 16 mm) e os menores valores de CIM (0,5 mg/mL e 0,25
mg/mL)(ASHOUR et al., 2009). Os autores sugerem que as atividades antibacterianas de P.
niruri e de B. marginatum ocorrem devido a presenca de diversos compostos fenolicos nestes
produtos. O potencial antimicrobiano de 6leos essenciais extraidos de espécies de Eucalyptus
spp. também foi mostrado frente a EGB, sendo o dleo essencial de E. odorata o mais ativo

(ELAISSI et al., 2012).
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Alves e colaboradores (2012) investigaram o efeito de extratos metanolicos de 13
espécies de cogumelos sobre o crescimento de bactérias Gram-negativas e Gram positivas,
entre elas, EGB isolado de swab vaginal, utilizando o teste de microdilui¢ao em caldo. Neste
estudo, as CIMs dos extratos frente 8 EGB variaram de 5 mg/mL a 20 mg/mL, sendo mais
ativos os extratos de Fistulina hepética, Leucopaxillus, Russula delica e Tricholoma
portentosum.

Em relagdo aos produtos naturais extraidos de animais, dados recentes mostraram
que os peptideos temporin-Ra e temporin-Rb extraidos das secre¢des de pele de anfibios da
espécie Rana ridibunda exibiram atividade antimicrobiana contra amostras clinicas
resistentes de EGB (ASOODEH; ZARDINI; CHAMANI, 2012).

Metabolitos secundarios produzidos por Lactobacillus rhamnosus L60 e
Lactobacillus fermentum L23, bactérias que podem ser encontradas na microbiota vaginal
humana, também apresentaram importante efeito inibitério contra o crescimento de EGB,
sugerindo que a presenca desses micro-organismos no trato geniturinario de mulheres

confere protecdo e pode prevenir a colonizagio e a infec¢do por EGB (RUIZ et al., 2012).

3.2.2 Oleos Essenciais

Os dleos essenciais (OEs) sdo produzidos como metabolitos secundarios pelas
plantas aromaticas e sdo compostos por um concentrado de produtos naturais com forte odor.
Apresentam-se como liquidos volateis, limpidos, raramente coloridos e soluveis em lipideos
e solventes organicos. Podem estar presentes em todos os orgdos das plantas, incluindo
botdes, flores, folhas, sementes, galhos, caules, frutos, raizes e casca, sendo geralmente
armazenados em células secretoras, cavidades, canais, tricomas glandulares ou células
epidérmicas. Estes oOleos sdao compostos, principalmente, por misturas varidveis de
terpenoides, especialmente monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) e diterpenos (C20),
além de outras moléculas tais como acidos, alcoois, aldeidos, ésteres, hidrocarbonetos
alifaticos, estéres aciclicos ou lactonas e mais raramente, compostos contendo enxofre e
nitrogénio, cumarinas ¢ homoélogos de fenilpropanoides (BAKKALI et al., 2008).

As complexas e varidveis composicoes dos OEs fazem deles produtos muito
explorados em relagdo as suas propriedades bioldgicas, entre elas a atividade antimicrobiana.
Em muitos casos, a atividade resulta de uma complexa interagcdo entre as diferentes classes
de compostos encontrados nos OEs. Ja em alguns casos, as atividades bioldgicas desses OEs

estdo intimamente relacionadas com a atividade dos seus principais componentes (BASSOLE
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et al.,, 2012). Diversos estudos demonstraram que varios destes compostos exibiram
significativas propriedades antimicrobianas quando testados separadamente (DORMAN;
DEANS, 2000; GILL; HOLLEY, 2006; DI PASQUA et al., 2007; CHEN et al., 2011;
YADAV etal., 2013).

Tem sido relatado que os OEs que contém aldeidos ou fendis, tais como
cinamaldeido, citral, carvacrol, eugenol ou timol como principais componentes apresentaram
maior atividade antibacteriana (DORMAN; DEANS, 2000). A atividade antimicrobiana
elevada de espécies de Thymus e Origanum tem sido atribuida aos seus componentes
fenodlicos tais como timol e carvacrol, de Eugenia caryophillus, Syzygium aromaticum e
Ocimum basilicum ao eugenol ¢ do OE de Cinnamomum zeylanicum foi também relacionada
ao seu contetido de cinamaldeido (BASSOLE et al., 2012).

Os fenilpropanoides representam uma parte relativamente pequena dos OEs. Sado
compostos produzidos a partir do aminoacido fenilalanina, que é convertido em é&cido
cindmico, o principal precursor dessa classe de fitoquimicos. Eugenol, isoeugenol, vanilina,
safrol e cinamaldeido sd3o os fenilpropenos mais estudados (NAZARRO et al., 2013). A
maior atividade antimicrobiana destas moléculas ¢ conferida pelos seus grupos hidroxilas
livres (LAEKEMAN et al., 1990), sendo que, para o eugenol, a atividade antimicrobiana
também pode ser atribuida a presenga de uma dupla ligagao nas posicdes a,3 da cadeia lateral
e a um grupo metil localizado na posi¢dao y (JUNG; FAHEY, 1983). A importancia do grupo
hidroxil (-OH) de fenois foi demonstrada pela maior atividade antimicrobiana do carvacrol
em relacdo ao carvacrol metil éster (DORMAN; DEANS, 2000; ULTEE et al., 2002).

Diversos mecanismos de acao tém sido propostos para explicar a atividade dos 6leos
essenciais sobre as células bacterianas, envolvendo diferentes processos bioquimicos e
estruturais em multiplos alvos, tanto no interior da célula quanto nas membranas superficiais.
Estes mecanismos incluem modificagdes quimicas da membrana celular, citoplasma, enzimas
e proteinas, que podem alterar completamente a conformagdo da célula microbiana. Além
disso, a perda de ions e metabdlitos pode comprometer o metabolismo microbiano e conduzir
a morte celular (NAZARRO et al., 2013). A Figura 1 descreve alguns mecanismos de agdo
dos OEs e/ou seus componentes ¢ mostra os potenciais alvos celulares da sua atividade

antimicrobiana.
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Figura 1 - Mecanismos de agdo e sitios alvos dos 6leos essenciais em células microbianas.
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3.2.3 Eugenol

Eugenol (C;oH20, - 4-alil-2metoxifenol) ¢ um fenilpropanoide que pode ser
extraido do oleo essencial de diversas plantas aromaticas: S. aromaticum ou E.
caryophyllata, Cinnamomum tamala, Myristica fragrans, Melissa officinalis, Ocimum
basilicum, Ocimum tenuiflorum, Illicium anisatum e Cinnamomum verum (Figura 2). O 6leo
essencial extraido do cravo da india (E. caryophyllata) apresenta aproximadamente 72-90%
de eugenol (JAGANATHAN; SUPRIYANTO, 2012). Chaieb e colaboradores (2007)
identificaram 36 componentes extraidos do 6leo essencial de E. caryophyllata, sendo que o
eugenol foi a substancia encontrada em maior porcentagem (88,58%). Se apresenta como um
liquido oleoso, amarelo claro, fracamente acido, levemente soliivel em agua e soluvel em

solventes organicos, com caracteristicas e odor agradavel de cravo e sabor picante.



Figura 2 — Estrutura e fontes de eugenol.
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3.2.3.1 Atividades Bioldgicas do Eugenol

O eugenol ja ¢ amplamente utilizado e conhecido por suas propriedades medicinais,
dentre as quais podem-se destacar as atividades antibacteriana (FRIEDMAN; HENIKA;
MANDRELL, 2002; DEVI et al., 2010; DEVI et al., 2013), antifingica (DE PAULA et al.,
2014), antiviral (DAI et al., 2013), anti — Leishmania (UEDA-NAKAMURA et al., 2006;
ISLAMUDDIN et al., 2014), (GULCIN, 2011),
(JAGANATHAN; SUPRIYANTO, 2012), analgésica e anti-inflamatéria (DANIEL et al.,
2009), inseticida (HUANG et al., 2002) e larvicida (BARBOSA et al., 2012).

antioxidante anticarcinogénica
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3.2.3.1.1 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do eugenol ja foi relatada frente a alguns micro-
organismos, tanto em bactérias Gram positivas quanto em Gram negativas e também fungos.
Muitos autores comprovaram que este composto ¢ ativo contra um grande numero de
bactérias, como: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica
(FRIEDMAN; HENIKA; MANDRELL, 2002), Salmonella typhi (DEVI et al., 2010),
Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Klebsiella sp. (NAKAMURA et al., 1999) ¢
Proteus mirabilis (DEVI et al., 2013).

Ja foi também relatada a atividade antibacteriana deste fenilpropanoide sobre
bactérias do género Streptococcus, incluindo a inibi¢do do crescimento de células
planctonicas de S. agalactiae (isolados de mastite bovina), S. pneumoniae, S. mutans, S.
pyogenes (ANANDA BASKARAN et al., 2009; OYEDEMI et al., 2009; PALANIAPPAN;
HOLLEY, 2010; YADAV et al., 2013; XU et al., 2013). Além disso, estudos recentes
mostraram que esse composto também foi capaz de inibir a formagao e reduzir a biomassa de
biofilmes maduros de S. pneumoniae (YADAYV et al., 2013), interferir na produgao de fatores
cariogénicos (XU et al., 2013) e diminuir a expressdao de genes relacionados a formacao de
biofilmes (ADIL et al., 2014) por S. mutans.

Os mecanismos pelos quais o eugenol induz a morte celular bacteriana ja foram
relatados por alguns pesquisadores. Gill e Holey (2006) mostraram que o eugenol ¢ capaz de
inibir a atividade de ATPase ligada a membrana de E. coli e L. monocytogenes. Oyedemi et
al. (2009) estudaram o mecanismo de acdo deste composto por meio da avaliagdo do efeito
nas membranas celulares de L. monocytogenes, S. pyogenes, P. vulgaris e E. coli ¢ revelaram
que o eugenol induz a lise celular e promove o extravasamento do conteudo citoplasmatico
de proteinas e lipideos e que tanto a parede celular quanto a membrana de células Gram
positivas e Gram negativas tratadas com eugenol sofreram alteragdes significativas. Ja foi
sugerido também que o eugenol altera a integridade da parede celular em S. typhi (DEVI et
al., 2010) e P. mirabilis (DEVI et al., 2013). Esta acdo esta relacionada com a caracteristica
lipofilica da molécula do eugenol, que pode atravessar a parede celular e a membrana
citoplasmatica, desestruturar as camadas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipideos e
assim aumentar a permeabilidade da membrana celular (OYEDEMI et al., 2009).

Outros estudos mostraram o potencial antifingico contra Candida (BRAGA et al.,
2007; HE et al., 2007, KHAN; MALIK; AHMAD, 2012; DE PAULA et al.,, 2014),
Trichophyton mentagrophytes (PARK et al., 2009), Saccharomyces cerevisiae (CHAMI et
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al., 2005) e em varias espécies de fungos de origem alimentar (VELLUTI et al., 2004;
LOPEZ et al., 2005). Também foi observado que o o6leo essencial de cravo inibiu o

crescimento de Aspergillus niger (PAWAR; THAKER, 2006).
3.2.4 Combinacéao entre Substancias Antimicrobianas

Outra estratégia para combater a resisténcia bacteriana ¢ a combinagdo entre
substancias antimicrobianas, sejam elas antibidticos comerciais, produtos naturais ou
nanoparticulas metdlicas (ALLAHVERDIYEV et al., 2011; WOLSKA; GRZES; KUREK,
2012). Diversos estudos ja reportaram a existéncia de interacdes sinérgicas entre
antimicrobianos comerciais ¢ produtos naturais, principalmente derivados de plantas, frente a
diversas bactérias e fungos (ENDO et al.,, 2010; HEMAISWARYA, DOBLE, 2010;
PALANIAPPAN, HOLLEY, 2010; LANGEVELD, VELDHUIZEN, BURT, 2013;
WOJTYCZKA et al., 2014). Em contrapartida, pesquisas dedicadas ao estudo da combinagao
de oleos essenciais ou seus componentes com nanoparticulas metalicas sdo escassos na
literatura (ALLAHVERDIYEV et al., 2011).

A combinagdo de nanoparticulas metalicas com oOleos essenciais possibilita o
desenvolvimento de agentes promissores para o tratamento topico de infecgdes, devido ndo
somente as propriedades antimicrobianas de ambas as substdncias como também as
diferentes caracteristicas farmacologicas dos 6leos essenciais (ALLAHVERDIYEV et al.,
2011).

Estudos envolvendo sinergismo entre antibidticos ja utilizados clinicamente com
fitoquimicos tém sido muito importantes a fim de melhorar a eficicia antimicrobiana.
Diversas pesquisas in vitro mostram que os Oleos essenciais (OEs) e seus componentes
representam um grupo de fitoquimicos promissores para essa funcdo (LANGEVELD;
VELDHUIZEN; BURT, 2013). J4 foi descrito, entre outros, que os OEs contendo carvacrol,
timol, cinamaldeido, acido cindmico e eugenol podem ter um efeito aditivo ou sinérgico em
combinacdo com os antibidticos convencionais, indicando que estes compostos oferecem
possibilidades para reduzir o uso de antibioticos (CHOI et al., 2009; HEMAISWARYA;
DOBLE, 2009; HEMAISWARYA; DOBLE, 2010; PALANIAPPAN; HOLLEY, 2010;
CHEN et al., 2011; MOON; KIM; CHA, 2011). Além disso, varios mecanismos de agao
foram relatados, como agirem em multiplos alvos, por meio de interagdes fisico-quimicas e
também inibindo os mecanismos de resisténcia bacteriana (ULTEE; BENNIK;

MOEZELAAR, 2002; TROMBETTA et al., 2005; HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI;
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DOBLE, 2008; HEMAISWARYA; DOBLE, 2009; D’ARRIGO et al., 2010; BOLLA et al.,
2011).

A combinacdo de antimicrobianos comerciais com eugenol tem mostrado efeito
sinérgico em Streptococcus spp. Esse composto apresentou sinergismo in Vitro com
penicilina contra S. pneumoniae (YADAV et al., 2013), com ampicilina contra S. criceti e S.

gordonii e com gentamicina contra S. sanguinis (MOON; KIM; CHA, 2011).
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Streptococcus agalactiae (group B streptococci (GBS)) is an important infections agent in newborns associated with maternal
vaginal colonization. Intrapartum antibiotic prophylaxis in GBS-colonized pregnant women has led to a significant reduction in the
incidence of early neonatal infection in various geographic regions. However, this strategy may lead to resistance selecting among
GBS, indicating the need for new alternatives to prevent bacterial transmission and even to treat GBS infections. This study reported
for the first time the effect of eugenol on GBS isolated from colonized women, alone and in combination with silver nanoparticles
produced by Fusarium oxysporum (AgNPbio). Eugenol showed a bactericidal effect against planktonic cells of all GBS strains,
and this effect appeared to be time-dependent as judged by the time-kill curves and viability analysis. Combination of eugenol
with AgNPbio resulted in a strong synergistic activity, significantly reducing the minimum inhibitory concentration values of both
compounds. Scanning and transmission electron microscopy revealed fragmented cells and changes in bacterial morphology after
incubation with eugenol. In addition, eugenol inhibited the viability of sessile cells during biofilm formation and in mature biofilms.
These results indicate the potential of eugenol as an alternative for controlling GBS infections.

1. Introduction early onset diseases, which are characterized by sepsis, pneu-
Streptococcus agalactiae (Group B Streptococcus (GBS)) isan ~ MONia, or meningitis, are strongly associated with maternal
important cause of invasive diseases, mainly in newborns, vaginal colonization and may occur vertically by aspiration

pregnant women, and elderly individuals [1, 2]. Neonatal ~ ofinfected amniotic fluid or during passage through the birth
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TaBLE 1: Phenotypic and genotypic characteristics and antibacterial susceptibility profile of eugenol for planktonic and sessile cells of

Streptococcus agalactiae.

GBS MLVA genotypes® Capsular types® E (ug/mL) DA (ug/mL) Amlmlcr;:rllaelsiemtance Eugenol (%)

strains MIC® MIC*/MBC® SMIC,,,* SMIC,,°
50 8 Ia 0.25 0.25 — 0.5 0.25 0.09
72 5 111 0.125 0.25 — 0.125 0.25 0.06
80 6 v 0.25 0.125 — 0.25 0.125 0.05
89 13 Ia 0.25 0.125 — 0.25 0.25 0.09
115 7 \4 >1024 1024 ermB 0.125 0.5 0.02
121 8 Ia 16 0.125 mefA/E 0.125 0.5 0.25
ATCC 13813 — — 0.125 0.125 — 0.25 0.06 0.04

*The genetic diversity, the capsular type, and the resistance genes were previously determined by Otaguiri et al. [11]. ®Minimum inhibitory concentration (MIC)
of the compound which resulted in total inhibition of visible planktonic cell growth defined according to CLSI (2012) [31] guidelines by broth microdilution
assays. “Minimum bactericidal concentration (MBC) of the eugenol. 4Sessile MIC (SMIC) of the eugenol which resulted in total reduction in metabolic activity
of sessile cells during biofilm formation, using the XTT-reduction assay, after 24 h. “SMIC of the eugenol which resulted in 50% of reduction in metabolic activity
of sessile cells from mature biofilm (24 h), using the XTT-reduction assay. MLVA: multiple locus variable number of tandem repeat analysis; E: erythromycin;

DA: clindamycin.

canal [3]. It is estimated that 10-37% of pregnant women are
colonized with GBS, and in the absence of any intervention,
30-70% of newborns become colonized, of which about 1-3%
develop invasive diseases with high mortality rates [3, 4].

The active prevention strategy for GBS neonatal infec-
tions based on bacterial screening and intrapartum antibiotic
prophylaxis (IAP) has led to a significant reduction in the
incidence of early neonatal infection in various regions of the
world. Current IAP consists of intravenous administration
of beta-lactams (penicillin or ampicillin) to GBS-colonized
pregnant woman for 4 h before delivery. Erythromycin, clin-
damycin, and vancomycin are the agents recommended in
cases of colonization during pregnancy with beta-lactam-
resistant GBS or beta-lactam allergy [4].

In general, GBS isolates have been shown to be sensitive
to beta-lactams [5-7]. However, GBS isolates with reduced
susceptibility and even resistance to beta-lactam agents have
been reported in recent years [8, 9]. Moreover, resistance
to erythromycin and clindamycin among GBS isolates has
emerged in different regions of the world, with rates ranging
from 14.5% to 70% and 8.2% to 70% for erythromycin and
clindamycin, respectively [10-12].

Besides the emergence of GBS resistant to current antibi-
otics, the development of vaccines against GBS is still in
progress, indicating that new safe and effective alternatives
should be developed to prevent the transmission of this bac-
terium. Several authors have described the antibacterial activ-
ity of natural products against GBS [13-15], indicating their
potential as alternatives for IAP, reducing the risk of develop-
ment of resistance to commercially available antibiotics.

Eugenol, a major constituent of essential oils extracted
from various plants, has been widely studied due to its
medicinal properties, such as the following: antibacterial
[16-18], antifungal [19], antiviral [20], antileishmanial [21],
antioxidant [22], anticarcinogenic [23], and analgesic and
anti-inflammatory [24]. Similarly, silver nanoparticles have
been extensively investigated because of their antimicrobial
properties alone [25, 26] or in combination with other
compounds [27-29].

In this study, we evaluated the antibacterial effect of the
phenylpropanoid eugenol on planktonic cells and biofilm
of GBS isolated from colonized women, including those
exhibiting resistance to erythromycin and clindamycin and
its synergistic interaction with silver nanoparticles produced
by Fusarium oxysporum (AgNPbio).

2. Material and Methods

2.1. Bacteria and Growth Conditions. Six nonduplicates
strains of Streptococcus agalactiae (GBS) recovered from
vaginal-rectal swabs of colonized women were taken from
the bacterial collection of the Laboratory of Clinical Micro-
biology of University Hospital of Londrina, Parana, Brazil.
Bacterial strains were included according to phenotypic and
genotypic characteristics [11] (Table 1). Bacteria were kept
at —20°C in tryptic soy broth (TSB, Oxoid) containing
20% glycerol and 5% sheep blood. The reference strain S.
agalactiae ATCC 13813 (kindly donated by FIOCRUZ, Rio
de Janeiro, Brazil) was also included in this study. Bacteria
were grown in TSB, pH 6.5, at 37°C for 24 h before the assays.
The study protocol was approved by the Ethics Committee of
the Universidade Estadual de Londrina (document 186/09-
CEP/UEL). Written informed consent was obtained from
the patients for the publication of this report and any
accompanying images.

2.2. Eugenol and Biologically Synthesized Silver Nanoparticles.
A stock solution of 10% eugenol (SSWhite, Brazil) was
prepared in TSB, pH 6.5, containing 10% (v/v) dimethyl sul-
foxide (DMSO; Sigma Chemical Co., USA). The DMSO final
concentration in the assays did not exceed 1.0%. Biological
silver nanoparticles (AgNPbio) were obtained after AgNO,
reduction by E oxysporum as previously described [30].
Briefly, E oxysporum was cultured in broth medium contain-
ing 0.5% yeast extract at 28°C for 6 days. The fungal biomass
was filtered, added (approximately 10 g) to 100 mL of distilled
water, and incubated at 28°C for 72 h. A fungal-free solution
was obtained by filtration and mixed with 1.0 mM AgNO,
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and the mixture was kept at 28°C for 28 h. AgNPbio were
purified and characterized by scanning electron microscopy
and energy-dispersive spectroscopy.

2.3. Antibacterial Activity of Eugenol against Planktonic Cells.
The minimal inhibitory concentration (MIC) of eugenol
was determined by broth microdilution method according
to the Clinical and Laboratory Standards Institute [31],
with modifications. Twofold serial dilutions of eugenol (1-
0.015%) in TSB were prepared in sterile polystyrene 96-
well plates (Techno Plastic Products, Switzerland). Wells
contained medium alone or medium plus 1% DMSO and
untreated planktonic cells, and medium alone served as
growth and sterility controls. After 24 h incubation, optical
density was measured at 600 nm with a microtiter plate
reader (Synergy HT, Biotek) and MIC was determined at
total inhibition of growth after 24h incubation compared
to untreated planktonic cells [32]. MICs for erythromycin
and clindamycin were also determined as described above,
and Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 was used as
the quality control. To determine the minimal bactericidal
concentration (MBC), the content from the wells (10 uL)
showing no growth was transferred to plates with tryptic soy
agar (TSA, Oxoid) containing 5% sheep blood and incubated
at 37°C for 24h. MBC was defined as 100% decrease in
colony forming units (CFU) compared to untreated bacteria.
All assays were carried out in triplicate on two different
occasions.

2.4. Time-Kill Curves. For time-kill curve analysis, plank-
tonic cells of GBS 89, GBS 121, and S. agalactiae ATCC
13813 (1-5 x 10° CFU/mL) were incubated in TSB containing
MIC levels of eugenol. At determined time points (0, 1, 2,
4, 6, 8, 10, and 24h), aliquots were aseptically transferred
to TSA plus 5% sheep blood plates and the CFU counts
were determined after incubation at 37°C for 24h. The
bacterial viability of eugenol-treated GBS was also evaluated,
using LIVE/DEAD BacLight staining kit (Molecular Probes,
Invitrogen) according to the manufactures’ recommenda-
tions. This assay is based on the detection of two nucleic
acid fluorescent stains. Green-fluorescent SYTO 9 labels live
and dead bacteria, whereas the red fluorescent propidium
iodide selectively labels bacteria with permeable (damaged)
membranes. Bacterial cells were placed on a glass coverslip
and analyzed by fluorescence microscopy (LEICA DM2000).
All assays were carried out in triplicate on three different
occasions.

2.5. Antibacterial Activity of Eugenol against Biofilms. Bio-
films of GBS strains and S. agalactiae ATCC 13813 were
formed on polystyrene surface of flat-bottomed 96-well microt-
it-er plates (Techno Plastic Products, Switzerland) in a static
model at 37°C according to Borges et al. [33]. Briefly, bacterial
cells were grown in TSB at 37°C for 18h, harvested by
centrifugation, and washed with sterile 0.15M phosphate-
buffered saline (PBS), pH 72, and the cell density was
adjusted to 1.0 x 10* CFU/mL in the same medium. Twofold
serial dilutions of eugenol (2-0.03%) were prepared in TSB.
For analysis of eugenol effect during biofilm formation,

a 20 uL aliquot of each cell suspension was transferred to
each well containing 180 L of TSB with different concen-
trations of eugenol, and the plates were incubated for 24 h.
For analysis of eugenol effect on mature biofilm, 20 uL
of each cell suspension was added to each well contain-
ing 180 uL of TSB. After 24h of biofilm formation, the
medium was aspirated off and each well was washed with
sterile PBS. A 200 pL aliquot of TSB containing different
concentrations of eugenol was added and the plates were
incubated for another 24h. Controls included eugenol-
free wells and biofilm-free wells. Sessile (biofilm) mini-
mum inhibitory concentrations were determined at 50 and
100% inhibition (SMIC) compared to eugenol-free control
wells using the 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-5-
[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide (XTT)-
reduction assay [34]. A 200 uL aliquot of XTT-menadione
[0.5mg/mL XTT, ImM menadione (Sigma Chemical Co.,
USA)] was added to each well, and the plates were incubated
in the dark at 37°C for 90 min, after which the optical
density was measured at 490 nm with a microtiter plate
reader (Synergy HT, Biotek). Experiments were carried out
in quintuplicate on two different occasions.

2.6. Electron Microscopy Analysis. Planktonic cells treated
with MIC levels of eugenol for 5h were fixed for 2h at
room temperature with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium
cacodylate buffer, pH 7.2. For scanning electron microscopy
(SEM), postfixed cells were dehydrated with a series of
ethanol washes (15, 30, 50, 70, 80, 90, 95, and 100%), critical-
point dried in CO,, coated with gold, and examined with
a SHIMADZU SS-550 scanning electron microscope. For
transmission electron microscopy (TEM), postfixation was
carried out in 1% osmium tetroxide in cacodylate buffer
containing 0.8% potassium ferrocyanide and 5mM CaCl,at
room temperature for 1h. The cells were dehydrated in
acetone and embedded in Epon resin. Ultrathin sections were
stained with uranyl acetate and lead citrate and examined
with a Zeiss EM900 electron microscope.

2.7. Analysis of the Combinations of Eugenol and AgNPbio.
The effect of eugenol combined with AgNPbio on planktonic
cells of GBS was assessed by checkerboard method in 96-well
microtiter plates, as previously described [35]. Twofold serial
dilutions of the compounds were prepared in TSB, and the
final concentrations of eugenol and AgNPbio ranged from 1
to 0.015% and 500 to 0.49 uM, respectively. Bacteria (1.0 x
10° cells) were grown with eugenol or AgNPbio individually
and in combinations at 37°C for 24 h. The interactions of the
two compounds were analyzed by the fractional inhibitory
concentration index (FICI), which was defined as the sum
of FIC genol and FIC,onppio- FIC of the material is the
concentration that kills when being used in combination with
another divided by the concentration that has same effect
when used individually [35].

2.8. Statistical Analysis. The results were evaluated by one-
way ANOVA using the GRAPHPAD PRISM version 5.0
(GRAPHPAD Software, San Diego, CA). P < 0.05 was
considered significant.
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FIGURE 1: Effect of eugenol on growth (a—c) and viability (d-e) of Streptococcus agalactiae. Time-kill curves of GBS 89 (a), GBS 121 (b), and
S. agalactiae ATCC 13813 (c) strains: bacteria were incubated with eugenol at MIC for 24 h at 37°C and the CFU counts were determined at
specified time points. Viability of the cells was determined with live-dead staining and GBSs with intact membranes were green-fluorescent
(d), whereas eugenol-treated GBSs (at MIC) with damaged membranes were red-fluorescent (e). Representative images are shown. Bar =

5pm.

3. Results

3.1. Antibacterial Activity of Eugenol against Planktonic
Cells. Eugenol inhibited the planktonic growth of all GBS
strains, including those resistant to erythromycin and/or
clindamycin. MIC and MBC values were exactly at the
same concentrations for all GBS strains analyzed in this
study. The mean MIC/MBC value was 0.23 + 0.13% ranging
from 0.125 to 0.5% (Table 1). To evaluate the killing kinetics
of eugenol against GBS, survival of planktonic cells from
GBS 89, GBS 121, and reference strain was assessed during
24h in the presence of the phenylpropanoid at MIC. As
shown in Figure 1, a time-dependent bactericidal effect was
observed for all strains. The presence of eugenol at MIC

reduced the planktonic cell population approximately by 1 to
2log,, CFU/mL (P < 0.05) after one hour of incubation. No
colony forming units (Figures 1(a), 1(b), and 1(c)) or cellular
viability (Figures 1(d) and 1(e)) was detected after 2, 4, and
10 h of incubation in the presence of eugenol for GBS 89, GBS
121, or reference strain. At the specified time, all eugenol-
treated GBSs were red-fluorescent, reflecting dead bacteria
with damaged membranes, in contrast to green-fluorescent
untreated cells.

The combination of eugenol with AgNPbio significantly
reduced (P < 0.05) the MIC value of both compounds,
and the calculated FICI indicated a synergistic effect between
them against all GBS strains (Table 2). AgNPbio alone at
125 uM inhibited the growth of all GBS strains. When
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TABLE 2: In vitro synergistic effect of eugenol and biological silver nanoparticles on Streptococcus agalactiae growth.
a
GBS strains . .NCHC . FICI! Effect
Eugenol” (%) AgNPbio® (uM) Eugenol/AgNPbio
50 0.5 125 0.06/15.62 0.25 Synergism
72 0.125 125 0.03/31.25 0.5 Synergism
80 0.25 125 0.06/0.49 0.25 Synergism
89 0.25 125 0.03/7.8 0.19 Synergism
115 0.25 125 0.03/31.25 0.38 Synergism
121 0.125 125 0.03/3.9 0.281 Synergism
ATCC 13813 0.25 125 0.03/15.62 0.25 Synergism

#MIC: minimum inhibitory concentration. PMIC of eugenol used alone. “MIC of silver nanoparticle used alone. 4FICI: fractional inhibitory concentrations
index were calculated according to Yadav et al. [35] and classified as follows: synergistic if FIC <0.5, additive if FIC >0.5 and <1.0, indifferent if FIC >1.0 and

<2.0, and antagonistic if FIC >2.0.

the two compounds were combined, the MIC values of
eugenol and AgNPbio decreased 4- to 8-fold and 4- to 256-
fold, respectively.

3.2. Morphological and Ultrastructural Alterations in Eugenol-
Treated Planktonic Cells. SEM images showed untreated con-
trol cells with typical morphology arranged in an organized
manner (Figure 2(a)). In contrast, the incubation of GBS
planktonic cells with an inhibitory concentration of eugenol
for 5h led to cell lysis resulting in leakage of cytoplasmic
contents (Figure 2(b)). Likewise, TEM imaging of control
cells showed an intact cell wall with regular electron density
(Figure 2(c)) and treated cells displaying various alterations
such as changes in bacterium morphology; disruption of cell
wall (arrow), corroborating the SEM results; and decrease in
electron density (Figure 2(d)).

3.3. Antibacterial Activity of Eugenol in Biofilms. Eugenol
inhibited biofilm formation of GBS, and no metabolic activity
was detected at concentrations ranging from 0.06 to 0.5%,
where these values were considered, SMIC,,, (Table1). In
addition, eugenol decreased significantly the viability of
mature (24 h) biofilm at concentrations ranging from 0.03
to 2%, with SMIC;, ranging from 0.02 to 0.25% (Table 1).
However, except for the reference strain, no total inhibition
was observed at the highest concentration tested in this study.
At 2% eugenol, reduction in metabolic activity ranged from
60 to 90% for the other GBS strains, where GBS 121 biofilm
was the least susceptible.

4. Discussion

Eugenol is a remarkably versatile molecule, which can be
incorporated as a functional compound in various products
applied not only in the pharmaceutical industry but also in
the agricultural, food, and cosmetic industries as well [36].
In this study, the bactericidal activity of eugenol against
human isolates of S. agalactiae, including those exhibiting
different mechanisms of resistance to erythromycin and/or
clindamycin, is reported for the first time. The antibacterial
activity of eugenol against planktonic cells of different species
of the genus Streptococcus has been previously reported [35,
37-39]. Baskaran et al. [37] reported the bactericidal activity
of eugenol against planktonic cells of five agents of bovine

mastitis, including S. agalactiae, whose MIC and MBC were
0.4 and 0.8%, respectively.

The bactericidal effect of eugenol on S. agalactiae seems
to be dependent on changes in the cell envelope, as judged
by alterations in the morphology and ultrastructure observed
in treated cells. In fact, other authors reported that eugenol
induces cell lysis through protein and lipid leakage, leading
to extrusion of cytoplasmic content in various Gram-negative
and Gram-positive bacteria, including Streptococcus pyogenes
[17, 35, 38]. In addition, eugenol is capable of inhibiting
the membrane-bound ATPase activity of Escherichia coli and
Listeria monocytogenes [40].

In this study, silver nanoparticles synthesized by an
ecofriendly method using the filamentous fungus E oxys-
porum showed inhibitory activity against planktonic cells
of all GBS strains. Moreover, the synergistic antibacterial
interaction of AgNPbio with eugenol against GBS is reported
for the first time. Metallic nanoparticles have been widely
studied because of their broad spectrum antimicrobial effect,
even at low concentrations [25-28]. In addition, the combi-
nation of these nanoparticles with several compounds has
shown potent antimicrobial activity in different microbial
species, including those displaying resistance to conventional
antibiotics [26-29]. Accordingly, additive or synergistic effect
of essential oil component cinnamaldehyde with chemically
synthesized silver nanoparticles against Gram-positive and
Gram-negative bacteria has been reported elsewhere [29].

Current antibacterial agents have limited efficacy on
biofilms. Sessile (adhered) bacteria in these communities
have different physiological characteristics compared to free-
floating planktonic cells. Clinically, these features can result
in protection against the host immune system and less sus-
ceptibility to antimicrobial agents, contributing to persistent
infections and difficult treatment [41]. Biofilms are also
established during host colonization, enabling the bacteria to
withstand removal by mechanical processes [42]. Except for
S. agalactiae, the antibiofilm activity of eugenol for various
bacterial species has been reported elsewhere [35, 43]. In this
study, eugenol also exhibited an antibacterial activity against
biofilms of S. agalactiae, showing the ability to inhibit its
formation as well as the viability of mature biofilm, under
in vitro conditions. Similarly, Yadav et al. [35] reported the
inhibitory effect of eugenol against biofilms of S. pneumoniae.
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(c)

(d)

FIGURE 2: Scanning electron microscopy (a and b) and transmission electron microscopy images (c and d) of the effect of eugenol on
Streptococcus agalactiae ATCC 13813. Untreated cells (a and ¢) and treated cells with eugenol 0.25% for 5h (b and d). Bar: (aand b) =1um, (c

and d) = 200 nm.

Furthermore, Adil et al. [44] described that Streptococcus
mutans incubated in the presence of subinhibitory concentra-
tions of eugenol showed decreased expression of genes related
to biofilm formation.

A limitation of this study, which may reduce the gener-
alization of the results, is the number of GBS strains. Despite
this limitation, the results presented here showed the antibac-
terial activity of eugenol against S. agalactiae, alone or in
combination with AgNPbio, opening a promising strategy for
application in IAP for women colonized with this bacterium.
In this sense, a variety of evidence supports the application of
eugenol in human healthcare. The addition of eugenol and
other essential oils in animal feed reduced the Clostridium
perfringens load in the gut of broiler chickens. Although this
bacterium can be a harmless intestinal inhabitant of chickens,
it is the leading agent of necrotic enteritis in these hosts [45].
Topical application of eugenol on teeth reduced the incidence
and severity of carious lesions caused by S. mutans in rats [39].
Preliminary in vivo studies have shown the safety and efficacy
of topical use of eugenol in combination with thymol in the
treatment of bacterial vaginosis and vaginal candidiasis [46].
The incorporation of eugenol in polymeric material has been
shown to reduce the biofilm formation on surfaces [43].

5. Conclusion

The results obtained in this study demonstrated the bacterici-
dal activity of eugenol and its synergistic effect with AgNPbio
against planktonic cells of S. agalactiae. Furthermore, this

compound inhibited biofilm formation and viability of
mature biofilm formed on polystyrene.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o eugenol inibiu o crescimento das
células planctonicas de todos os isolados de EGB testados, inclusive daqueles resistentes a
eritromicina e/ou clindamicina, com CIM/CBM variando de 0,125% a 0,5%.

As andlises das curvas de morte e das imagens de microscopia de fluorescéncia
mostraram o efeito bactericida tempo-dependente do eugenol, que foi observado para todas as
amostras avaliadas. A exposi¢do a concentracdes de eugenol iguais a CIM de cada amostra
reduziu a populagdo de células planctonicas na primeira hora de incuba¢do. Da mesma maneira,
no tempo especificado, as células de EGB tratadas com eugenol apresentaram coloragdo
vermelho fluorescente, indicando bactérias mortas com membranas danificadas, em contraste
com as células ndo tratadas verde — fluorescentes.

A combinagdo do eugenol com AgNPbio reduziu significativamente os valores de CIM
dos dois compostos e a FIC calculada indicou um efeito sinérgico contra todos os isolados
estudados.

As alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais provocadas pelo eugenol foram analisadas
por microscopia eletronica de varredura e de transmissdo que mostraram células de EGB
tratadas fragmentadas, apresentando extravasamento do conteudo celular, além de alteracdes na
morfologia bacteriana, rompimento da parede celular e diminui¢do da eletrodensidade celular.

Além disso, este composto apresentou efeito inibitdrio na viabilidade de células sésseis
tanto durante a formacdo de biofilme como sobre biofilmes maduros formados em poliestireno.
No entanto, exceto para a cepa de referéncia, ndo foi observada inibi¢do total na maior
concentracdo analisada neste estudo, sendo que a redugdo da atividade metabdlica variou de 60
a 90% para as outras amostras de EGB.

Esses resultados comprovam a efetividade do eugenol contra células planctonicas e
sésseis de EGB, refor¢cando o potencial deste composto como um antibacteriano adicional no

tratamento da colonizagdo vaginal materna.
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