Research, Society and Development, v. 9, n. 7, e406974245, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i7.4245

Ramalho, MAS, Santos, B, Ramalho, DF, Cunha, SMD, Anjos, RM, Oliveira, HMBF, Sousa, AP & Oliveira Filho, AA. (2020).
Antiadherent activity of essencial oils of Eucalyptus globulus and Eucalyptus citriodora against Klebsiella pneumoniae strains. Research,
Society and Development, 9(7):1-15, e406974245.
Atividade antiaderente dos 0leos essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus
citriodora contra cepas de Klebsiella pneumoniae
Antiadherent activity of essencial oils of Eucalyptus globulus and Eucalyptus citriodora
against Klebsiella pneumoniae strains
Actividad no adherente de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Eucalyptus

citriodora contra las cepas de Klebsiella pneumoniae

Recebido: 05/05/2020 | Revisado: 07/05/2020 | Aceito: 11/05/2020 | Publicado: 20/05/2020

Maria Auxiliadora da Silva Ramalho

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9523-6347
Universidade Federal de Campina Grande, Brasil
E-mail: mary.cylyaO6@gmail.com

Bernadete Santos

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4234-4752
Universidade Federal de Campina Grande, Brasil
E-mail: bernadetes672@gmail.com

Daniel Fernandes Ramalho

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8348-9141
Universidade Federal de Campina Grande, Brasil
E-mail: daniel97vg@gmail.com

Saraghina Maria Donato da Cunha

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3015-6175
Universidade Federal da Paraiba, Brasil.

E- mail: saracunha20@hotmail.com

Raline Mendonca dos Anjos

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0751-7523
Universidade Federal de Campina Grande, Brasil
E-mail: raline.anjos@gmail.com

Heloisa Mara Batista Fernandes de Oliveira
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8237-9920



https://orcid.org/0000-0001-9523-6347
mailto:mary.cylya06@gmail.com
https://orcid.org/0000-0003-4234-4752
mailto:bernadetes672@gmail.com
https://orcid.org/0000-0002-8348-9141
mailto:daniel97vg@gmail.com
https://orcid.org/0000-0002-3015-6175
mailto:saracunha20@hotmail.com
https://orcid.org/0000-0003-0751-7523
mailto:raline.anjos@gmail.com
https://orcid.org/0000-0001-8237-9920

Research, Society and Development, v. 9, n. 7, e406974245, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i7.4245

Hospital Universitario Ana Bezerra, Brasil
E-mail: Heloisambf@gmail.com

Aleson Pereira de Sousa

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3430-477X
Universidade Federal da Paraiba, Brasil

E-mail: aleson_155@hotmail.com

Abrah&o Alves de Oliveira Filho

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7466-9933
Universidade Federal de Campina Grande, Brasil
E-mail: abrahao.farm@gmail.com

Resumo

O presente trabalho objetiva avaliar a Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)
dos Oleos essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora contra a bactéria
Klebsiella pneumoniae. Foi realizada a determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima de
Aderéncia (CIMA) utilizando a técnica de tubos inclinados ao vidro, na presenca de 5% de
sacarose. Apos 24 horas, foi realizada a leitura por meio da observacédo visual da aderéncia da
bactéria as paredes do tubo. Observou-se que o 6leo essencial de Eucalyptus globulus
apresentou uma boa eficiéncia antiaderente frente a cepa de Klebsiella pneumoniae
apresentando inibicdo do biofilme na concentragdo 1:8 semelhante ao controle digluconato de
clorexidina 0,12%. O 6leo de Eucalyptus citriodora ndo inibiu a formacdo do biofilme em
nenhuma das concentracgdes testadas. Conclui-se que somente o dleo essencial pertencente a
espécie Eucalyptus globulus apresentou acdo antiaderente contra a cepa Klebsiella
pneumoniae podendo este ser usado como método alternativo no combate de biofilmes
produzidos por K. pneumoniae.

Palavras-chave: Fitoterapia; Biofilmes; Resisténcia bacteriana.

Abstract

The present work aims to evaluate the Minimum Inhibitory Concentration of Adherence
(MICA) of the essential oils of Eucalyptus globulus and Eucalyptus citriodora against the
bacterium Klebsiella pneumoniae. It was performed the determination of the Minimum
Inhibitory Concentration of Adherence (MICA) using the inclined tube technique, in the
presence of 5% sucrose. After 24 hours, the reading was performed through visual
observation of the bacterium's adherence to the tube walls. It was observed that the essential
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oil of Eucalyptus globulus showed a good antiadherent efficiency to the strain of Klebsiella
pneumoniae, showing biofilm inhibition at a concentration of 1:8 similar to the 0.12%
chlorhexidine digluconate control. Eucalyptus citriodora oil did not inhibit biofilm formation
in any of the tested concentrations. It was concluded that only the essential oil belonging to
the Eucalyptus globulus species, showed antiadherent action against the strain of Klebsiella
pneumoniae, which can be used as an alternative method to combat biofilms produced by K.
pneumoniae.

Keywords: Phytotherapy; Biofilms; Bacterial resistance.

Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la concentracion inhibitoria de adhesién
minima (CIMA) de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Eucalyptus citriodora
contra la bacteria Klebsiella pneumoniae. La determinacion de la Concentracion Inhibitoria de
Adhesion Minima (CIMA) se realizd utilizando la técnica de tubos inclinados de vidrio, en
presencia de sacarosa al 5%. Después de 24 horas, la lectura se realiz6 a través de la
observacién visual de la adherencia de la bacteria a las paredes del tubo. Se observé que el
aceite esencial de Eucalyptus globulus mostr6 una buena eficacia antiadherente en
comparacion con la cepa de Klebsiella pneumoniae, mostrando inhibicion de biopeliculas a
una concentracion de 1: 8 similar al control de digluconato de clorhexidina al 0,12%. El aceite
de Eucalyptus citriodora no inhibié la formacién de biopeliculas en ninguna de las
concentraciones probadas. Se concluye que solo el aceite esencial perteneciente a la especie
Eucalyptus globulus mostré una accion antiadherente contra la cepa Klebsiella pneumoniae,
gue puede usarse como un método alternativo para combatir las biopeliculas producidas por
K. pneumoniae.

Palabras clave: Fitoterapia; Biopeliculas; Resistencia bacteriana.

1. Introducéo

O uso de plantas medicinais € uma pratica comum a humanidade desde periodos
remotos, sendo seus primeiros recursos terapéuticos. A utilizacdo de plantas medicinais esta
relacionada a prevencdo e a cura de doencas por se tratar de uma pratica de baixo custo
constituindo em tradi¢do facilmente transmitida por geracdes. (Lopes, Feliciano, da Silva
Diniz, & de Freitas Alves, 2010).
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A fitoterapia é uma area do conhecimento que se encarrega ao uso de plantas ou
extratos vegetais para fins medicinais. (Kim, 2012). De acordo com a Organiza¢do Mundial
da Salde (OMS) cerca de 75-85% da populacdo principalmente de paises em
desenvolvimento utilizam-se desta terapéutica para os primeiros cuidados de salde por
apresentarem melhor aceitabilidade cultural, menos efeitos colaterais e menos riscos ao
organismo. (Parekh, Jadeja, & Chanda, 2005).

Askari et al. (2012), relatam que as propriedades resultantes de plantas medicinais esta
sendo uma possivel op¢do para a producdo de novos antibidticos, isto porque possuem a
capacidade de retardar o crescimento e destruir as bactérias, apresentando menos toxicidade a
célula hospedeira. Essas propriedades sdo derivadas da presenca de metabolitos secundarios,
principios ativos como os aldeidos e compostos fendlicos que possuem atividade
antimicrobiana. (Dash, Sultana, & Sultana, 2011).

As infec¢Oes nosocomiais sdo muito frequentes. Trata-se de infec¢bes adquiridas por
pacientes internados em hospitais, ou ap6s a sua alta. Os biofilmes microbianos sdo um dos
motivos que fazem as infeccGes nosocomiais serem de dificil tratamento. Estes biofilmes se
formam através de uma comunidade de microorganismos que permanecem fixos as
superficies e envolvidos por uma matriz complexa de polissacarideos, proteinas e DNA,
tornando-os de dificil eliminagdo. (Henriques, Vasconcelos, & Cerca, 2013).

Infeccdo do Trato Urinario (ITU) é umas das infec¢cbes que mais ocorrem em
comunidades ou hospitais. As bactérias uropatogénicas responsaveis por essas infeccoes
possuem caracteristicas especiais para a colonizacdo e invasdo do trato urinario, como
fimbrias, a sintese de adesinas e toxinas que lhe permitem melhor aderéncia ao tecido do
hospedeiro sendo consideradas como fatores de viruléncia por apresentar importante papel no
mecanismo de infeccdo. (Heilberg & Schor, 2003). Esses microorganismos sdo transmitidos
de pessoa para pessoa ou através de agua ou alimentos contaminados, infectando individuos
de todas as idades, principalmente individuos do sexo feminino.

Entre os agentes responsaveis pela ITU estdo os gram-negativos Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, sequido dos géneros Enterobacter, Acinetobacter, Proteus, e
Pseudomonas. (Foxman, 2010; Heilberg & Schor, 2003). Klebsiella pneumoniae é um bacilo
da familia das Enterobacteriaceae, Gram-negativa, encapsulada, que infecta principalmente
pessoas com o sistema imunoldgico comprometido, sendo um dos patdégenos mais resistentes
a antibidticos. (Pyra et al., 2017). Patdgeno esse que pode se encontrado no trato respiratorio
alto, trato gastrointestinal e trato urinario, causando infeccdo urinaria e pneumonia

nosocomial. (Ko et al., 2002). Klebsiella pneumoniae esta entre as bactérias multiresistentes.
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Essa resisténcia é conferida pela producdo das enzimas betalactamases e carbapenemases que
hidrolisam os antimicrobianos betalactamicos e os carbapenémicos que representam boa parte
das classes de farmacos encontrados nos mercados. (Alves & Behar, 2013).

Como visto, os antimicrobianos sintéticos tem sido uma opc¢do de tratamento para
diversas infeccBes, porém, o wuso indiscriminado desses antibidticos acarreta em
microorganismos mais resistentes, propiciando a sua implantacéo e propagacdo em ambientes
comunitarios e nosocomiais resultando em infecc6es de dificil cura e tratamento. (Abrantes &
Nogueira, 2017). Deste modo, é de grande relevancia a busca por produtos naturais para o
combate desse problema, uma vez que o Brasil possui uma rica biodiversidade de espécies
vegetais.

Eucalyptus é uma arvore alta, perene, da familia Myrtaceae com cerca de 700 espécies
catalogadas amplamente distribuidas e cultivadas por varios paises por seu 0leo, madeira,
goma, polpa, valor medicinal e estético. Nativa da Austrélia e Tasméania, o género Eucalyptus
possui um pouco mais 300 espécies apresentando 6leos essenciais em suas folhas com grande
interesse para inddstrias farmacol6gicas, cosméticas e industrias alimenticias. A espécie
Eucalyptus globulus, cultivado em regides subtropicais e mediterraneas ¢ uma das mais
usadas segundo a farmacopéia internacional, por apresentar em seus Oleos essenciais
substancias com acgdes anti-inflamatdrias, antisséptica, antioxidante, anti-hiperglicémica,
aromatizante e conservante de alimentos. (Batish, Singh, Kohli, & Kaur, 2008; Takahashi,
Kokubo, & Sakaino, 2004; Tyagi et al., 2014).

Eucalyptus citriodora é uma espécie que possui caracteristicas diferentes com base em
sua regido de origem. As espécies originadas do norte da Australia apresentam cascas rosadas
diferenciando-as do sul que possuem em sua casca manchas e uma copa de folhas espalhadas.
O E. citriodora foi introduzido no Brasil inicialmente com o intuito de producdo de madeira,
porém seu uso vai além, sendo cultivada hoje em dia principalmente para a producéo de 6leo
essencial. (Vitti & Brito, 2003).

Esses 0Oleos essenciais (OEs) sdo metabolitos secundarios extraidos de partes aéreas de
plantas que inclui em si compostos oxigenados como; fendis, alcoois, ésteres, cetonas,
aldeidos e éxidos, hidrocarbonetos; terpenos, enxofre organico e compostos nitrogenados e
derivados de benzeno. (Berger, 2007). Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a
Concentracdo Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA) dos 6leos essenciais de Eucalyptus

globulus e Eucalyptus citriodora contra cepas de Klebsiella pneumoniae.
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2. Metodologia

As pesquisas sdo realizadas na sociedade para se alcancar novos conhecimentos
como preconiza Pereira et al. (2018). Nos estudos laboratoriais podem-se realizar ensaios em
condi¢Bes controladas. O presente estudo contou com viés qualitativo e levemente
quantitativo.

2.1 Ensaios in vitro

2.1.1 Substancias-teste

Os dleos essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora foram adquiridos
da induastria Quinari® (Pinhais—PR).

2.1.2 Espécies bacterianas e meio de cultura

Utilizou-se a bactéria de origem clinica Klebsiella pneumoniae (Kp 102). A cepa foi
mantida em meio Agar Muller Hinton (AMH) a uma temperatura de 4 °C, sendo utilizado
para 0s ensaios repique de 24 horas em AMH incubado a 35 °C. No estudo da atividade
antimicrobiana foi utilizado um indculo bacteriano de aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL
padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland. (Cleeland &
Squires, 1991; Hadacek & Greger, 2000).

2.1.3 Determinacéo da Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)

As Concentragdes Inibitdrias Minimas de Aderéncia (CIMA) dos o6leos foram
determinadas na presenca de sacarose a 5%, de acordo com Gebara, Zardetto & Mayer
(1996), usando-se concentragfes correspondentes aos Oleos essenciais puros das espécies
Eucalyptus globulus e o Eucalyptus citriodora até a diluicdo 1:1024. A partir do crescimento
bacteriano, a cepa de Klebsiella pneumoniae foi cultivada a 37°C em caldo Mueller Hinton
(DIFCO, Michigan, Estados Unidos), depois foram distribuidos 0,9 mL do subcultivo em
tubos de ensaio e, em seguida, adicionado 0,1 mL da solucdo correspondente as diluicdes do
6leo essencial. A incubacdo foi feita a 37°C por 24 horas com tubos inclinados a 30°. A
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leitura foi realizada através da observagdo visual da aderéncia da bactéria as paredes do tubo,
apos a agitacdo do mesmo. O ensaio foi realizado em duplicata. O mesmo procedimento foi
realizado para o controle positivo, o digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard®,
Colgate-Palmolive Company, Nova York, EUA). Foi considerada a CIMA a menor

concentracdo do agente em contato com sacarose que impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

Resultados e Discussao

Os resultados desse estudo revelam que a menor concentracdo do 6leo essencial de
Eucalytus globulus capaz de inibir a adesdo da bactéria a parede do tubo foi de 1:8, exibindo
uma boa eficiéncia contra a formacdo do biofilme por Klebsiella pneumoniae demonstrando
resultado equivalente ao controle digluconato de clorexidina 0,12%, inibindo a formacao do
biofilme também na concentracgéo 1:8.

As Tabelas 1 e 2 demonstram respectivamente os resultados das ConcentracGes
Inibitérias Minimas de Aderéncia dos 6leos essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus
citriodora, contra a cepa de Klebsiella pneumoniae bem como sua comparacdo com o

digluconato de clorexidina 0,12%.

Tabela 1 - Concentragio Inibitéria Minima de Aderéncia em pg/mL do Oleo essencial de
Eucalyptus globulus e do digluconato de clorexidina 0,12% contra a cepa de Klebsiella

pneumoniae.
Eucalyptus globulus
Concentracao em pg/ml 111 1:2 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
- - - - + + + +
Digluconato de clorexidina 0,12%
Concentracio em pg/ml 111 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
- - - - + + + +

Legenda: ( - ) Sem adesdo a parede do tudo (+) Com adesdo a parede do tubo
Fonte: Proprio autor (2020).




Research, Society and Development, v. 9, n. 7, e406974245, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i7.4245

Tabela 2 — Concentracio Inibitéria Minima de Aderéncia em pg/mL do Oleo essencial de

Eucalyptus citriodora e do digluconato de clorexidina 0,12% contra a cepa de Klebsiella

pneumoniae.
Eucalyptus citriodora
Concentracao em pg/ml 1:1 112 14 1:8 1:16 1:32 164 1:128
+ + + + + + + +
Digluconato de clorexidina 0,12%
Concentracio em pg/ml 1:1 112 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128

- - - - + + + +

Legenda: (- ) Sem adeséo a parede do tudo (+) Com adeséo a parede do tubo
Fonte: Proprio autor (2020).

Ao analisar os resultados da atividade antiaderente do éleo de Eucalyptus citriodora
observou-se que houve a formacdo do biofilme as paredes do tubo. Dessa forma o Oleo
essencial testado ndo apresentou inibicdo contra a Klebsiella pneumoniae em nenhuma
concentracao.

Conforme alguns autores, a acdo bactericida dos Oleos essenciais se deve a
lipofilicidade dos 6leos, que invadem a camada lipidica da membrana celular da bactéria,
permitindo a permeabilidade dessas estruturas, ocasionando o extravasamento de ions e
constituintes celulares provocando a lise celular. (Dagli, Dagli, Mahmoud, & Baroudi, 2015;
Vergis, Gokulakrishnan, Agarwal, & Kumar, 2015).

A clorexidina trata-se de um antisséptico quimico de uso oral potente e eficaz.
Geralmente é utilizado como padrdo para comparar a poténcia de outros antimicrobianos.
Entretanto, embora pouco toxico aos seres humanos, seu uso prolongado pode causar efeitos
indesejaveis. (Hortense et al., 2010). Diante disso, em decorréncia do aumento de patdégenos
multirresistentes frente aos antimicrobianos atuais, faz-se necessario o estudo e conhecimento
das propriedades dos produtos naturais para serem utilizadas como método terapéutico para
tratamento de diversas doengas. (Mota, Turrini, & Proveda, 2015).

Corroborando em parte com o resultado da presente pesquisa Mota et al. (2015) ao
avaliarem a atividade antimicrobiana in vitro pelo teste da difusdo em agar do éleo essencial
de Eucalyptus globulus, xilitol e papaina, contra os micro-organismos Pseudomonas
aureginosa, Samonella sp., Staphylococus aureus, Proteus vulgaris, Escherichia coli e

Candida albicans observaram que, dentre as substancias utilizadas, o 6leo essencial de
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Eucalyptus globulus apresentou halos de inibi¢do superior a do controle clorexidina 0,5%
frente a0 Gram-positivo Staphylococus aureus e a mesma inibicdo em relacdo aos
microrganismos Gram-negativos Escherichia coli, Proteus vulgaris e o fungo Candida
albicans. Entretanto, ndo conseguiu inibir o crescimento das bactérias P. aureginosa e
Salmonella sp.

Contrucci, Silva, Junior & Kozusny-Andreani, (2019) buscaram determinar o efeito de
Oleos essenciais sobre as Gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
utilizando os métodos de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) dos 6leos esséncias de 8 espécies vegetais. De acordo com os resultados,
todos os Oleos demonstraram atividade antibacteriana com destaque para 0s 6leos de
Eucalyptus globulus e Rosmarinus officinalis que foram mais ativos frente a E. coli
(CBM=3,13%), e menos eficazes contra a P. aeruginosa (CBM=25%). Ja o Oleo de
Cymbopongon nardus foi eficaz contra a P. aeruginosa na concentragéo de 6,25%.

Segundo um estudo realizado por Poaty, Lahlah, Porqueres & Bouafif (2015) ao
avaliarem a composicdo, atividade antimicrobiana e antioxidante de sete Gleos essenciais
entre eles o Eucalyptus citriodora, constataram uma moderada atividade antimicrobiana desta
espécie frente as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella Enteritidis
(ATCC 13076), Salmonella Typhimurium (ATCC14028), Escherichia coli (ATCC 25922), e
os fungos Aureobasidium pullulans (ATCC 9348) Aspergillus niger (ATCC 16404). Tal
resultado fortalece uma possivel acdo antimicrobiana do E. citriodora contra varios
patdgenos, no entanto ao ser testado contra Klebsiella pneumoniae na presente pesquisa nao
obteve atividade antiaderente em nenhuma das concentragdes aplicadas.

Correa e colaboradores (2019) determinaram a atividade antimicrobiana e antibiofilme
do 6leo essencial de folhas secas de Eucalyptus staigeriana pelo método de disco-difuséo e
método de placa de microtitulacdo respectivamente, contra Gram-positivas e Gram-negativas
e também resistentes e multirresistentes de Enterococcus faecalis. De acordo com 0s
resultados conclui-se que o dleo de E. staigeriana possui acdao antimicrobiana e antibiofilme
apenas contra cepas Gram-positivas. Além disso, cepas de E. faecalis resistentes e
multirresistentes mostraram a menor CIM (3,12 para 6,25%) quando comparado com a cepa
referéncia de E. faecalis demonstrando assim que o Oleo de E. staigeriana € uma opcao
promissora para controle de bactérias Gram-positivas resistentes de origem clinica e
alimentar.

Souza (2019) analisou o potencial antimicrobiano e antiaderente do 6leo essencial de

Lavandula Hibrida Grosso contra cepas de Klebsiella pneumoniae determinando a
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Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) e comparando-a com o controle
digluconato de clorexidina a 0,12%. Observou-se que o 6leo de Lavandula Hibrida Grosso
apresentou um elevado potencial antimicrobiano contra K. pneumoniae. Quanto a atividade
antiaderente do 6leo em sua menor concentracdo, apresentou uma expressiva inibicdo do
biofilme da bactéria, com valor da CIMA de 1:32 enquanto que para o digluconato de
clorexidina 0,12% a inibigdo foi a uma maior concentragdo com CIMA de 1:8. Dessa forma,
tais resultados indicam o quanto os 6leos essenciais podem ser empregados como alternativas

terapéuticas para o combate de biofilmes bacterianos.

4. Concluséao

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o 6leo essencial de Eucalyptus
globulus possui atividade antiaderente semelhante ao digluconato de clorexidina 0,12%,
podendo ser utilizado como método alternativo de inibicdo da formagdo de biofilmes por
Klebisiella pneumoniae, se fazendo promissor como agente antiaderente natural para o
combate e prevencdo da infeccdo causada pela bactéria em estudo. Vale ressaltar, a
necessidade de mais estudos quanto aos mecanismos de agdo que possam elucidar e contribuir
para 0 combate da resisténcia bacteriana.

No entanto, embora o 6leo essencial de Eucalyptus citriodora tenha apresentado
efeitos antimicrobianos na literatura, ndo obteve eficiéncia antiaderente no presente trabalho

contra cepas de K. pneumoniae em nenhuma das concentragdes testadas.
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