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Resumo

A Klebsiella pneumoniae é uma enterobactéria que acomete trato respiratorio, trato urinario e
feridas, sendo a boca sua principal porta de entrada e a pneumonia sua principal forma de
infecgdo. Individuos em unidades de terapia intensiva e os imunologicamente enfraquecidos sdo
0S mais suscpetiveis a contaminagdo por esse microorganismo altamente resistente aos
antimicrobianos. Devido aos genes que codificam mecanismos de resisténcia a Ampicilina e outros
antibioticos, tornou-se necessario estudar formas de potencializar a agdo desses medicamentos,
entre elas, a associacdo com produtos fitoterapicos. O presente estudo teve por objetivo avaliar o
efeito da associacdo do 6leo essencial de Juniperus communis com a Ampicilina e com a
Cefalotina contra cepas de Klebsiella pneumoniae. Para a realizacdo do estudo, foi utilizada a
técnica de difusdo utilizando discos de papel de filtro em que os discos de Ampicilina e Cefalotina
foram colocados em meio Agar Muller-Hinton inoculado com suspens&o bacteriana e, em seguida,
embebidos na CIM 6leo essencial. Concomitantemente, para cada cepa (KP101, KP 103, KP 104
e KP 105) foi feito um estudo controle para posterior comparacdo da formacgdo dos halos de
inibicdo. Por fim, observou-se que para a maioria das cepas, as associacdes apresentaram efeitos
antagonico e indiferente, com excecao da associagdo com a Cefalotina que exibiu efeito sinérgico
contra a KP 104. Esse estudo apresentou resultado parcialmente eficaz, indicando o potencial
antibacteriano do produto natural avaliado e revelando a ineficiéncia da Ampicilina na inibicdo do
crescimento da Klebsiella pneumoniae.

Palavras-chave: Antibacteriano; Klebsiella pneumonia; Fitoterapia; Microbiologia; Odontologia.

Abstract

Klebsiella pneumoniae is an enterobacteria that affects the respiratory tract, urinary tract and
wounds, the mouth being its main portal of entry and pneumonia being its main form of infection.
Individuals in intensive care units, and individual who are immunologically injured are the most
susceptible to contamination by this highly antimicrobial-resistant microorganism. Due to the
genes that encode many resistance mechanisms to Ampcillin and other antibiotics, it became
necessary to study ways to enhance the action of these medications, including the association
with phytotherapic products. The present study aims to evaluate the effect of the association of
Juniperus communis essential oil with Ampcillin and Cephalotin against strains of Klebsiella
pneumoniae. To fulfill the study, it was used the diffusion technique using filter paper discs in
which the Ampcillin and Cephalothin discs were placed in Agar Muller-Hinton environment
inoculated with bacterial suspension and then soaked in the diluted and solubilized essential oil.
Simultaneously, for each strain (KP101, KP 103, KP 104 and KP 105) it was also made a control
study for subsequent comparison of the formation of inhibition halos. Finally, the associations
presented antagonistic and indifferent effects for most strains, with the exception of the
association with Cephalothin, which exhibited a synergistic effect against KP 104. This study
presented a partially effective result, indicating the antibacterial potential of the natural product
evaluated and revealing the inefficiency of Ampicillin in inhibiting the growth of Klebsiella
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pneumoniae.

Keywords: Anti-Bacterial Agents; Klebsiella pneumonia; Phytotherapy; Microbiology; Dentistry.

1. Introducéo

A cavidade oral € a principal porta de entrada para patdogenos
causadores de doencas sistémicas, especialmente em individuos que se
encontram imunologicamente vulneraveis e/ou incapazes de manterem uma
higiene bucal adequada, como € o caso de pacientes internados em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI). A caréncia de atendimento odontoldgico associada a um
sistema imunologico deficiente contribui para a dishiose da microbiota oral,
favorecendo a proliferacdo de bactérias e fungos pré-existentes na regido, bem
como a contaminacao e a coloniza¢do por microorganismos incomuns a orofaringe
(Assis, 2012; Gomes; Esteves, 2012).

Nesses ambientes hospitalares é onde surge um dos problemas de saude
publica mais relevantes atualmente: a resisténcia bacteriana. Diversos estudos
apontam o atraso na producdo de novos antimicrobianos e de novas terapéuticas
para combater infec¢cbes, quando comparado com a evolugdo desses
microorganismos em desenvolverem novos mecanismos de defesa. Essa situagéo
preocupa os agentes de saude e a OMS — Organizacdo Mundial da Saude —, uma
vez que dificulta o controle de propagacdo de doencas infecciosas, aumenta as
taxas de morbimortalidade e eleva os custos para os cuidados com a saulde
(Rodrigues et al., 2018).

Dentre as bactéricas de importancia médica e odontoldgica destaca-se a
Klebsiella pneumoniae, uma enterobactéria gram-negativa encontrada no trato
respiratorio, mas que, por possuir uma capsula espessa de polissacarideos,
consegue sobreviver em uma vasta gama de nichos e ambientes associados ao
hospedeiro, como: pias, canulas, secrecdes e até mesmo na agua e nos alimentos.
Esse microorganismo pode ser um comensal — como revela estudos feitos no
Japao, em que 13,6% dos pacientes analisados, que ndo possuiam problemas de

saude, apresentaram a K. pneumoniae na microbiota bucal — ou pode ser um
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patdégeno oportunista, como acontece na maioria dos casos de infeccdo por essa
bactéria (Wyres; Lam; Holt, 2020; Zilinskas et al., 2014).

As manifestacbes mais comuns da contaminacdo pela Klebsiella
pneumoniae sdo a infeccdo do trato respiratério, do trato urinario e de feridas,
sendo a pneumonia o principal acometimento (Wyres; Lam; Holt, 2020). Isso
acontece porque essa bactéria tem a capacidade de formar biofilme, que se
acumula na superficie interna de cateteres e dispositivos internos, levando a
evolugdo de infecgbes invasivas com potencial de bacteremia — migracdo dos
microorganismos para outros sitios do corpo (Wang et al., 2020). Os ambientes
mais propicios a contaminacdo pela K. pneumoniae sao o0s hospitais;
especialmente para pacientes em terapia intensiva, neonatais, idosos e
imunossuprimidos, que se tornam ainda mais suscetiveis a desenvolver
endocardite bacteriana, uma infeccdo severa que se origina na cavidade bucal e
migra pela corrente sanguinea até a estrutura interna do coracdo (Wyres; Lam;
Holt, 2020).

Uma grande preocupacdo a respeito da contaminacdo pela Klebsiella
pneumoniae é sua resisténcia a ampicilina — antimicrobiano de escolha para
combater bactérias gram-negativas —, gracas a sua capacidade de produzir enzima
B-lactamase (Wyres; Lam; Holt, 2020). Por isso o desenvolvimento de pesquisas
gue busquem novas formas terapéuticas para combater esse microorganismo é tao
importante. O estudo de Oliveira et al. (2006) mostrou que muitos 6leos essenciais
apresentam propriedade antibacteriana e podem ter acéo interferente sobre a

atividade de alguns antibidticos, podendo exercer efeito sinérgico.

Entre as espécies ricas em Oleos essenciais, destaca-se a Juniperus
communis. Pertencente a familia Cupressaceae, € uma arvore conifera bastante
comum na América do Norte, Asia e Europa e seus cones possuem escamas
fundidas que podem chegar a coloragdo vermelho-arroxeado quando maduros, 0s
dando uma aparéncia de amora. O Oleo essencial dessa planta pode ser extraido
de sua madeira, de suas folhas em forma de agulha ou de seus cones, e possui
constituintes como flavonoides, 6leos volateis e cumarina. Essas substancias séo o
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que fornece ao Junipero um diverso leque de propriedades — tais como: atividades
analgésica, anti-inflamatoéria, hepatoprotetora, antidiabética e antibacteriana —, a

tornando um objeto importante para estudos (Bais et al., 2014; Cabral et al., 2012).

2. Revisao da Literatura

As infecgbes oportunistas sdo doencas que atingem individuos com a
imunidade enfraquecida e sdo causadas por microorganismos exdgenos ou da
prépria flora do hospedeiro — esses que podem originar da cavidade oral, trato
intestinal, pele, vias aéreas ou seios nasais (Sedghizadeh; Mahabady; Allen, 2017).
Essas infecgbes estdo altamente relacionadas com mortalidade e morbidade e,
segundo a Organizacdo Mundial de Saude, sdo responsaveis por cerca de 40 mil
mortes por ano (Lemiech-Mirowska et al., 2021).

Estudos ao longo dos anos apontam problemas bucais, especialmente
doencas periodontais, como um importante foco de disseminacdo de patogenias
com efeito sistémico, uma vez que que a microbiota oral representa a parte
majoritaria da microbiota humana. Agentes internos e externos — por exemplo:
tabagismo, idade, alcoolismo, higiene bucal deficiente, ambientes hospitalares e
baixa imunidade —, sdo capazes de gerar um desequilibrio no meio bucal e assim
contribuir para a colonizacdo de microorganismos patdégenos que, protegidos pelo
biofilme, favorecem o desenvolvimento de doencas e dificultam a acdo de

antimicrobianos (Morais et al., 2006; Spezzia, 2019; Batista et al., 2012).

Pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) estdo mais
propensos ao desenvolvimento dessas infecgfes, uma vez que estdo sujeitos a
caréncia de higiene bucal, a xerostomia (reducdo do fluxo salivar) e ao
espessamento do muco salivar, fatores que contribuem diretamente para o
aumento do biofilme presente na cavidade oral e para 0 aumento da complexidade
desse biofilme, que o torna mais patdgeno (Gomes; Esteves, 2012). Dentre as
infeccbes, relacionadas com a microbiota bucal, que acometem pacientes
hospitalares, a pneumonia € considerada uma das mais importantes, devido a alta

taxa de mortalidade; estudos revelam que a quantidade de biofilme do paciente
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aumenta paralelamente ao aumento da quantidade de patdgenos respiratorios

presentes nesse biofilme (Assis, 2012).

A pneumonia nosocomical se estabelece logo nas primeiras 24 a 48h de
internacdo na UTI, a medida em que bactérias gram-negativas, tal qual a Klebsiella
pneumoniae, invadem o trato respiratorio através da aspiracdo de secrecdo
presente na orofaringe, principalmente nos casos de individuos que necessitam da
ventilacdo mecanica, ou de inalacdo de aerossoéis contaminados (Morais et al.,
2006).

No estudo publicado por Saad Alghamdi (2022) realizou-se o isolamento e
andlise das bactérias presentes na saliva de 120 individuos, os resultados
revelaram que as entereobactérias foram prevalentes entre as familias gram-
negativas, sendo a Klebsiella pneumoniae a segunda espécie mais predominante
dentro desse grupo. Essa enterobactéria € um bacilo gram-negativo, encapsulado e
anaerobio facultativo, que dentre as espécies do género Klebsiella é o principal
responsavel pelas infeccdes humanas, habitualmente colonizando superficies
mucosas (Ashurst; Dawson, 2018; Russo; Marr, 2019). Seu alto nivel de viruléncia
esta relacionado a sua capacidade de produzir enzima B-lactamase, de capturar
plasmideos de outros microorganismos e de transmitir esses plasmideos para

outras bactérias gram-negativas de importancia clinica (Wyres; Holt, 2018).

Ha outros dois pontos criticos a respeito dessa espécie. Em primeiro lugar,
a alta resisténcia aos antimicrobianos, em razdo de alguns mecanismos
cromossbmicos adquiridos ao longo de sua evolucdo: genes de resisténcia aos
aminoglicosideos presentes nos antiobioticos; gene de resisténcia as quinolonas;
genes produtores de B-lactamase; genes de resisténcia a polimixina, responsavel
por causar desintegracdo da membrana das bactérias; genes de resisténcia a
tigeciclina (Wang et al.,, 2020). Em segundo lugar, a capacidade de viver em
diferentes ambientes por um longo periodo de tempo e sob condi¢Bes limitadas de
sobrevivéncia, que foi salientada no estudo feito por Baker et al. (2019): quando
colocadas sob circunstancia de inanigdo, a comunidade de Klebsiella pneumoniae
cresceu drasticamente, enquanto a populacdo de outras espécies analisadas

sofreu redugdo.
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Considerando o cenério onde os antimicrobianos conhecidos ja nao
possuem tanta eficiéncia contra a bactéria do estudo, cria-se a necessidade de
buscar desenvolver medicamentos mais eficazes e aprofundar as pesquisas em
outras terapéuticas, como por exemplo a fitoterapia e os 6leos essenciais (Oliveira
et al. 2006).

A Juniperus communis — também conhecida popularmente como Zimbro,
Cedro ou simplesmente Junipero — € uma arvore conifera, pertencente a familia
Cupressaceae. Ela é a Unica espécie de seu género encontrada nos dois
hemisférios, isso se deve a seu potencial de se adaptar a baixa disponibilidade de
nutrientes no solo, 0 que a torna capaz de crescer em diferentes lugares ao redor
do planeta. Na composi¢ado quimica dessa planta encontra-se agucares, alcaloides,
acidos terpénicos, flavonoides e leucoantocianinas; enquanto seu 6leo essencial é
rico em hidrocarbonetos de diterpenos, sesquiterpenos e monoterpenos (a-pineno,
B-pineno, sabineno e mirceno). Sao essas substancias as responsaveis pelas
propriedades que tornam o Zimbro uma planta tdo requerida na medicina popular,
sendo usada por seus efeitos anti-inflamatério, antifingico, antioxidante,
anticarcinogénico, antibacteriano, entre outros (Goncgalves et al., 2022; Hajdari et
al., 2015).

Reforcando os estudos ja existentes a respeito do potencial farmacéutico
da Juniperus communis, a pesquisa de Peri¢ et al. (2020) demonstrou eficacia
sinérgica do 6leo essencial de Junipero em tratamentos para limitar a formacéo de
biofilme das bactérias Mycobacterium avium e Mycobacterium intracellulare em
meios aquosos € a determinadas temperaturas. A pesquisa de GliSi¢ et al. (2007)
comparou a atividade antimicrobiana de diferentes fracdes do 6leo essencial de
Juniperus communis com a acdo de alguns antibiéticos comerciais e demonstrou
resultados positivos: fragdes com altas concentragdes de a-pineno e sabineno
inibiram de forma eficaz o crescimento de microorganismos; enquanto fracdes
contendo apenas a-pineno apresentaram espectro de inibicdo maior que as dos
antimicrobianos usados no experimento. Tais estudos corroboram para mostrar a
importancia de investigar ainda mais a fundo o potencial do 6leo essencial de

Zimbro, e sua efetividade contra outras bactérias, a exemplo a K. pneumoniae.
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3. Metodologia

3.1 Substancias-testes

O oOleo essencial de Juniperus communis foi adquirido da Industria
Quinari® (Ponta Grossa — PR). Para a realizacdo dos ensaios farmacolégicos, a
substancia foi solubilizada em DMSO e diluida em &gua destilada. A concentracdo

de DMSO (dimetilsulfoxido) utilizada foi inferior a 0,1% v/v.

3.2 Antimicrobianos sintéticos

Foram selecionados no presente estudo dois antibioticos, sendo eles:
ampicilina (10 pg/mL) e cefalotina (10 pg/mL). As concentragbes contidas nos
discos de antibiéticos eram concentracbes padrdes determinadas pelo CLSI
(Clinical and Laboratory Standard Institute, 2003). Esses foram selecionados para
inclusdo no estudo tomando como base sua disponibilidade no Laboratério de
Microbiologia e a sua utilizacdo na rede basica de saude. O estudo de observacéo
de sensibilidade das cepas bacterianas frente aos antibiéticos foi realizado através
da técnica de difusdo em meio soélido utilizando-se discos de papel de filtro
(Newprov®) (Vandepitte et al., 1994).

3.2.1 Espécies bactrianas e meio de cultura

Os microorganismos utilizados foram as cepas clinicas humanas de
Klebsiella pneumonia (KP101, KP103, KP104 e KP105), provenientes do
Laboratério de Microbiologia da Unidade Académica de Ciéncias Biologicas do
Centro de Saude e Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina Grande.

Todas as cepas foram mantidas em meio Agar Muller Hinton (AMH) a uma
temperatura de 4 °C, sendo utilizadas para os ensaios repiques de 24 horas em
AMH incubados a 35 °C. No estudo da atividade antimicrobiana foi utilizado um

inéculo bacteriano de aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL padronizado de acordo
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com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland (Cleeland; Squires, 1991,
Hadadeck; Greger, 2000).

3.3 Estudo da interferéncia do 6leo essencial sobre o efeito de

antimicrobianos sintéticos

O estudo da interferéncia do 6leo essencial sobre a efetividade dos
antimicrobianos foi realizado através da técnica de difusdo em meio solido
utilizando discos de papel de filtro. Os discos contendo os antimicrobianos nas suas
respectivas concentragdes foram embebidos com 20uL do d6leo essencial em sua
concentracao inibitéria minima (CIM) pré-determinada por Mederios (2022), e em
seguida colocados em placas de Petri estéreis contendo Agar Muller-Hinton
inoculado com 1mL das suspensfes bacterianas. Apés incubacdo das placas a
37°C por 48 horas, foi observada a interferéncia da CIM 6leo essencial sobre o
efeito dos antimicrobianos sobre as cepas bacterianas ensaiadas. Foi considerado
como efeito sinérgico, quando o halo de inibicAo do crescimento microbiano
formado pela aplicagdo associacdo teve um didmetro = que 2mm, quando
comparado com o halo de inibicho formado pela acdo do antimicrobiano
isoladamente. Quando a formacéo de halo de inibicdo decorrente da associacao foi
de menor diametro daquele desenvolvido pela a¢éo isolada do antimicrobiano, era
considerado efeito antagdnico. Foi considerado como efeito indiferente, quando o
de halo de inibicdo consequente a associacdo teve um diametro igual aquele
consequente da aplicacdo isolada do antimicrobiano (Cleeland; Squires, 1991,

Oliveira et al., 2006). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Figura 01 — Esquema do estudo de interferéncia do 6leo essencial sofre o efeito de

microbianos sintéticos:
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Fonte: préprio autor.

4. Resultados e Discussao

Como pode ser observado na Tabela 01, a associacdo do 6leo essencial de
Juniperus communis com a Ampicilina obteve resultados indiferentes e
antagonicos, o que significa que o 6leo ndo altera a acdo do antimicrobiano contra
as cepas 101 e 103 da Klebsiella pneumoniae, enquanto causa diminuicdo do

efeito contra as cepas 104 e 105.

Tabela 01 — Avaliacdo da associacdo do 6leo essencial de Juniperus communis

com a Ampicilina:

Controle Ampicilina+ OE  Efeito
KP 101 Omm Omm Indiferente
KP 103 Omm Omm Indiferente
KP 104 10mm Omm Antagbnico
KP 105 12mm 10mm Antagonico

Fonte: dados da pesquisa.

Embora a associagcdo do Oleo com a Cefalotina tenha apresentado
majoritariamente efeitos antagdnicos, como pode ser observado na Tabela 02, ela
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apresentou também resultado sinérgico para uma das cepas, ou seja, a acao do

antimicrobiano sintético contra a KP 104 foi potencializada pelo 6leo essencial.

Tabela 02 — Avaliagdo da associacdo do 6leo essencial de Juniperus communis

com a Cefalotina:

Controle Cefalotina+ OE  Efeito
KP 101 26mm 22mm Antagbnico
KP 103 28mm 18mm Antagonico
KP 104 12mm 18mm Sinérgico
KP 105 24mm 20mm Antagonico

Fonte: dados da pesquisa.

A disseminacao de cepas que carreiam genes resistentes a agao dos B-
lactdmicos — antimicrobianos usados para combater a K. pneumoniae — tem
preocupado a Organizacdo Mundial da Saude. Essa “superbactéria” foi nomeada
Klebsiella pneumoniae Carbapenemas (KPC) e seus mecanismos de resisténcia a
tornam capaz de sobreviver ao efeito bactericida de antibiéticos da classe das
penicilinas (ex: Ampicilina) e das celafosporinas (ex: Cefalotina). Em raz&o disso, a
OMS tem priorizado pesquisas que visem solucionar esse problema (Arato et al.,
2021).

O Oleo essencial de junipero, assim como a grande maioria dos Oleos
essenciais, € composto principalmente de terpenos, entre os quais 0 a-pineno se
apresenta como constintuinte principal. A atividade antibacteriana desse
monoterpeno ainda é motivo de duvidas para pesquisadores, contudo diferentes
estudos constatam que ele é um eficiente modulador dos antimicrobianos
comerciais, reduzindo a CIM das subtstancias quando associadas, mantendo a
atividade antibacteriana e diminuindo a toxicidade (Allenspach; Steuer, 2021; Hoferl
et al., 2014, Rivas et al., 2012).

Embora o J. communis ndo tenha mostrado bons resultado no presente

estudo, com excessdo da associagdo com a cefalotina contra a cepa K104, outros
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obtiveram resultados e perpespectivas positivas para a utilizacdo desse 0leo e para
0 uso da metodologia de associacdo de 6leos essenciais com antimicrobianos

sintéticos.

A pesquisa de Pepeljnjak et al. (2005) revelou a atividade antimicrobiana do
Oleo essencial de Juniperus communis contra seis espécies de bactérias gram-
negativas, entre oito analisadas, dentre elas a Klebsiella oxytoca e a Serratia spp. —
patdégenos oportunistas que comumente afectam os trato urinario e respiratorio,
assim como a KPC. Enquanto Meng et al. (2016) estudaram a atividade
antibacterial do 6leo essencial de Juniperus rigida contra dez tipos de bactéria,
usando antibiéticos de espectro pequeno (penicilina e tetraciclina) e largo
(cloranfenicol e estreptomicina) como controle para comparacdo. Os resultados
reveleram que o 6leo apresentou funcdo antimicrobiana ampla e entre o0s
microorganismos analisados, a K. pneumoniae apresentou o halo de inibicdo com

maior diametro, seguido pela Salmonella typhimurium.

Reforcando a importancia de investigar mais a fundo a associagao da
fitoterapia com a medicina convencional, Van Vuuren, Suliman e Viljoen (2009)
elaboraram um experimento em que quarto Oleos essenciais comercialmente
usados eram usados em associacdo com antimicrobianos convencionais. Os dados
obtidos indicaram que ao combinar o 6leo essencial de R. officinalis e de M. piperita
com ciprofloxacina nas concentracfes certas apresenta um efeito sinérgico contra

K. pneumoniae.

5. Conclusao

Observa-se que para a maioria das cepas analisadas, as associacdes
apresentaram efeitos antagdnicos e indiferentes. Todavia, para a cepa KP 104
observou-se efeito sinérgico. Esse estudo apresentou resultado parcialmente
eficaz, evidenciando indicativo do potencial antibacteriano do 6leo essencial de
Juniperus communis, bem como um indicativo da baixa eficiéncia da Ampicilina na

inibicdo do crescimento da Klebsiella pneumoniae.
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