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RESUMO

A prevaléncia de Klebsiella pneumoniae produtoras de carbapenemase (KPC) aumentou na
ultima década, principalmente em ambiente hospitalar. Essas bactérias causam infeccdes
graves e sdo resistentes a varios antibidticos, incluido R-lactamicos e carbapenémicos. As
taxas de mortalidade sdo elevadas e a terapia é limitada ao uso de aminoglicosideos,
tigeciclina e polimixinas. Devido ao aumento da resisténcia microbiana a maltiplos farmacos,
as pesquisas para aplicar novas terapias e obter novos farmacos sdo necessarias. Os
compostos de origem natural representam uma fonte importante na obtencdo de substancias
com atividades bioldgicas. Desta forma, o primeiro objetivo deste estudo foi avaliar pelo
método de microdiluicdo em caldo, a atividade antimicrobiana de terpenos (citral, linalol e
eucaliptol) e antimicrobianos convencionais (amicacina, gentamicina, tigeciclina e polimixina
B) contra nove isolados clinicos de K. pneumoniae. Em seguida, com o terpeno mais eficaz
foram avaliadas as interacfes terpenos/antimicrobianos através do ensaio do checkerboard.
Para isso foram utilizados os valores do indice de concentracdo fracionada (ICIF)
classificando assim as associacdes em sinergicas, aditivas, indiferentes ou antagbnicas. A
deteccdo fenotipica e genotipica para a producdo da carbapenemase também foram
objetivadas. Todas as cepas foram positivas para a presenca da carbapenemase detectada
através do teste de Hodge. Apenas Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e LFBM 07 néo
expressaram o gene bla.... Dentre os terpenos avaliados o linalol foi mais eficaz, apresentando
valores da CIM igual a 512 pg/mL. As combinacdes linalol com os agentes antimicrobianos
foram sinérgicas para todas as cepas avaliadas, cujos ICIF variaram de 0,16 a 0,31. A
associacdo linalol-tigeciclina (CIFI 0,16) mostrou ser a mais eficaz dentre as demais, com
reducdo percentual da CIM 87,5% e 96,8% para linalol e tigeciclina, respectivamente. Esse
estudo mostrou que o linalol quando combinado a aminoglicosideos, polimixina B e
tigeciclina apresentam efeito sinérgico, inibindo as cepas de K. pneumoniae produtoras de

carbapenemase.

Palavras-chave: Carbapenemase. Terpenos. Enterobacteriaceae.



ABSTRACT

The prevalence of Klebsiella pneumoniae producing of carbapenemase (KPC) increased in the
last decade. These microorganisms are resistant to most R-lactam antibiotics including
carbapenems and cause serious infections, mainly pneumonia, intraabdominal and urinary.
The mortality rates are high and therapy is limited to aminoglycosides, tigecycline and
polymyxins. Due to the increased microbial resistance to multiple drugs, researches for news
conducts therapeutics and new drugs are necessary. Natural compounds represent an
important source for obtaining substances activity biologically. Thus, the first objective of the
study was to evaluate by the microdilution method the antimicrobial activity of three terpenes
(citral, linalool and eucalyptol) and antimicrobials (amikacin, gentamicin, tigecycline and
polymyxin B) against nine clinical isolates of K.pneumoniae. hen, with the terpene most
effective evaluated the terpene / antimicrobial interactions through the checkerboard test. For
this, the values of the Fractionated Concentration Index (FICI) were used, thus classifying the
associations in synergic, additive, indifferent or antagonistic. The phenotypic and genotypic
detection for the production of carbapenemase were also objectified. All strains were positive
for the presence of carbapenemase detected by the Hodge test. Only Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 and LFBM 07 did not express the bla... gene. Among the terpenes evaluated,
linalool was more effective, with MIC values equal to 512 pg / mL. Linalool combinations
with antimicrobial agents were synergistic for all strains evaluated, FICI ranged from 0.16 to
0.31. The association linalol-tigecycline (FICI 0.16) was shown to be the most effective
among the others, with a percentage reduction of CIM 87.5% and 96.8% for linalool and
tigecycline, respectively. This study showed that linalool when combined with
aminoglycosides, polymyxin B and tigecycline showed a synergistic effect, inhibiting K.

pneumoniae strains producing carbapenemase.

Keywords: Carbapenemase. Terpenes. Enterobacteriaceae.
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1 INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae produtoras de carbapenemases € um patdgeno associado a
diversas infecgdes, das quais incluem pneumonias, infecgdes do trato genito urinario,
abscessos hepaticos e septicemias. Por se tratar de um microrganismo oportunista, acomete
em especial, pacientes imunocomprometidos, estando associados principalmente a infecc¢oes

nosocomiais (Wang, 2018).

Por causar infecgOes graves muitas vezes aumentando o risco de morte, as infecgOes
causadas por K.pneumoniae tornam-se um desafio a clinica devido a falta de uma terapia
eficiente (Tumbarello, et al , 2015). O mecanismo de resisténcia frequentemente encontrado
em K.pneumoniae é a producdo da carbapenemase, enzima a qual € produzida por
microrganismos gram negativos e confere resisténcia aos carbapenémicos, classe amplamente
utilizada no tratamento de infeccdes por enterobactérias, assim como possuem a capacidade

de hidrolisar cefalosporinas e monobactamicos.

Devido a resisténcia aos carbapenemicosas opg¢des de tratamento para Klebsiella
pneumoniae produtoras de carbapenemases toram-se ainda mais limitadas. Atualmente s&o
utilizadas terapias combinadas entre polimixinas B, tigeciclina e aminoglicosideos como
amicacina e gentamicina (Lee et al, 2016). A criacdo de novos compostos o qual contenha
uma boa atividade antimicrobiana se faz necessario, bem como novos mecanismos de acao,

uma alternativa seria os terpenos.

Os terpenos sdo metabdlitos secundarios de origem natural que sdo encontrados em
uma diversidade de plantas e sdo o0s principais componentes dos o6leos essenciais,
desempenham diversas funcbes, entre elas mecanismo de defesa contra herbivoros e
patégenos (Vieira, 2018). Sdo compostos por uma unidade de isopreno (C,H,) e desempenham
uma variedade de agdes biologicas como: antileishmanial, anticonvulsivante, anti-
inflamatdria, sedativa, antinociceptiva e antimicrobiana (Rosa, 2003, Alviano, 2005; Batista,
2008; Chang et al, 2014; Yang et al 2014).

Diante do exposto acima, o presente trabalho tem como objetivo avaliar atividade
antimicrobiana de terpenos (citral, linalol e eucaliptol) e antimicrobianos convencionais
(amicacina, gentamicina, polimixina B, tigeciclina) e suas associa¢Oes frente cepas de

Klebsiella pneumoniae carbapenemase positiva.



10

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae é um patdgeno gram negativo que pertence a familia

Enterobacteriaceae (Martin et al, 2018).

Suas caracteristicas bioquimicas sdo: reacdo a oxidase, fermentador de lactose,
utilizam o citrato como fonte de carbono, hidrolisam a uréia, lisina positiva e indol e ornitina
negativas. Em meio de cultura sélido produzem coldnias grandes rosadas, de aparéncia
brilhante e em geral mucosa devido a presenca de capsula polissacaridica que auxiliam contra
a fagocitose por macréfagos assim como auxiliam na aderéncia da bactéria ao hospedeiro
(Koneman et al, 2008).

Nos seres humanos colonizam principalmente o trato gastrointestinal, nasofaringe e
pele. Klebsiella pneumoniae e a espécie mais relevante clinicamente, sendo responsavel por
70% das infeccBes humanas. Sao responsaveis por infeccdes nosocomiais, principalmente
infeccBes do trato urinario, respiratorio e associados a circulacdo sanguinea (Pitout et al.,
2015).

E considerado um microrganismo oportunista, causando infeccbes em pacientes
hospitalizados e imunocomprometidos (Martin et al, 2018).0 tipo de infec¢cdo nosocomial
mais prevalente ocasionado por K.pneumoniae ocorre em unidade de terapia intensiva (UTI),

onde 97% estdo associadas a presenca de cateteres urinarios (Chung et al, 2016)

O aumento de infec¢Bes causadas por K.pneumoniae sdo motivos de preocupacao
global, e torna-se mais preocupante quando essas cepas possuem resisténcia a agentes
antimicrobianos (Chung et al, 2016). Diversos fatores contribuem para a disseminagdo da
resisténcia aos antibioticos como o uso inadequado de antibidticos e a falta de novos

antimicrobianos na terapéutica (Martin et al, 2018)

2.2 Fatores de Viruléncia em Klebsiella pneumoniae
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A capacidade de adaptacdo permite que Klebsiella pneumoniae supere a detecgédo pelo
sistema imunoldgico do hospedeiro. K.pneumoniae utiliza uma variedade de fatores de
viruléncia a fim de melhorar sua invasdo e romper as defesas do hospedeiro (Gomez-
Simmonds et al, 2017). Existem 4 classes principais de fatores de viruléncia caracterizados
em K.pneumoniae, sdo eles: cépsulas polissacaridicas, lipopolissacarideos, sideréforos e
fimbrias ( Paczosa et al, 2017).

2.2.1 Cépsula polissacaridica

A céapsula polissacaridica ¢ o fator de viruléncia mais complexo em Klebsiella
pneumoniae. As cepas de K.pneumoniae também produzem uma hipercapsula que consiste
em um revestimento bacteriano mucoviscoso de exopolissacarideo, o qual pode contribuir

significativamente para patogenicidade de K.pneumoniae (Paczosa et al, 2017).

Tanto a capsula quanto a hipercapsula sdo formados por polissacarideos capsulares de
denominados de antigenos K. Essa capsula é codificada pelo locus CPS, o qual é altamente
variavel, resultando em diferentes fenotipos clinicos (Gomez Simmonds et al, 2017). Séo
reconhecidos pelo menos 78 sorotipos capsulares (K1 a K78) em K.pneumoniae. Alguns
sorotipos (K1 e K2) apresentam um fendtipo hipervirulento devido ao aumento da producéo
de polissacarideos, cepas que apresentam esses sorotipos podem afetar pessoas saudaveis

causando abscessos hepaticos piogénicos, meningites e pneumonias (Li et al, 2014).

A presenca da capsula polissacaridica protege K.pneumoniae da opsonizacdo e
fagocitose por macréfagos, neutrofilos, células dendriticas e epiteliais. Dificulta a agéo
bactericida de peptideos antimicrobianos como beta defensinas humanas 1 e 3, bloqueia os
componentes do complemento como C3 de interagir com a membrana e dessa forma evita

lise e opsonizacéo e evita a agdo da resposta imune (Li et al, 2014).

2.2.2 Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo € um componente necessario e importante do folheto externo da

membrana celular de microrganismos gram negativos. O lipopolissacarideo pode atuar como
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ativador imunoldgico ou como um importante fator de viruléncia contra as defesas humais.
Sdo codificados por genes nos clusters do gene wb, waa e Ipx. Foram identificados 9
antigenos para isolados de K.pneumoniae onde o Ol é o mais frequente (Paczosa et al,
2017).

O lipopolissacarideo é composto por 3 partes: o lipideo A o qual é hidrofébico e
encontra-se ancorado na membrana externa. O antigeno O é altamente varidvel e o
componente mais externo do lipopolissacarideo e o polissacarideo do nucleo o qual liga o
lipideo A ao antigeno (Li et al, 2014). K.pneumoniae pode modificar o lipideo A, com a
finalidade de tornd-lo menos inflamatdrio durante o processo infeccioso e também proteger
contra a acdo bactericida de peptideos antimicrobianos. O antigeno O tem o papel importante

na protecdo frente ao sistema complemento (Paczosa et al, 2017).

2.2.3 Sideroforos

Os sideroforos sao moléculas que possuem mais afinidade pelo ferro do que as
moléculas do hospedeiro. Durante a infeccdo o ferro é um recurso adquirido por
K.pneumoniae, no entanto esse metal ndo se encontra prontamente disponivel no hospedeiro.
Normalmente hé pouco ferro livre no plasma do hospedeiro e sua quantidade ainda é reduzida

durante infeccdes (Paczosa et al, 2017).

Os sideréforos permitem a absorcdo de ferro em células bacterianas durante a
infeccdo. Atualmente 3 sider6foros foram implicados na viruléncia de K.pneumoniae:
Yersiniabactina: € considerado um dos genes mais comuns em K.pneumoniae e esta
associado a infecgdes do trato urindrio em seres humanos assim como a promocdo da
colonizacdo e infeccdo do trato respiratdrio através da elevacdo da lipocalina 2, uma proteina
da imunidade inata. Enterobactina: tem papel importante no crescimento sob condic¢des de

ferro limitadas e Aerobactina: é expresso em células hipervirulentas.

Outros genes o0s quais participam do metabolismo do ferro tambem estdo associados
na viruléncia em K.pneumoniae como o Kfu, que se encontra envolvido na aquisi¢do de ferro

e infecgdes invasivas (Gomez Simmonds et al, 2017).
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2.2.4 Fimbrias

As fimbrias representam uma classe de fatores de viruléncia em K.pneumoniae
importantes na adesdo. Em K.pneumoniae as fimbrias do tipo 1 e 3 sdo as principais estruturas
adesivas (Paczosa et al, 2017). Sdo componentes da membrana celular de K.pneumoniae e
desempenham papel importante na interacdo bactéria-hospedeiro; superficies bioticas,

abioticas e tecidos (Gomez Simmonds et al, 2017).

As fimbrias do tipo 1 sdo codificados por um operdo fim enquanto fimbrias do tipo 3
sdo do tipo hélice e codificados pelo mrk (Vuotto et al, 2014). Encontradas frequentemente
na familia Enterobacteriaceae as fimbrias do tipo 1 sdo expressas em 90% dos isolados

clinicos de K.pneumoniae (Paczosa et al, 2017).

As fimbrias tipo 1 sdo sensiveis a manone se estendem até a capsula e dessa forma
mediam a adesdo bacteriana as estruturas que possuem manose na célula hospedeira ou na

matriz extracelular através da adesina fimH (Li et al, 2014).

As fimbrias do tipo 3 sdo resistentes a manose e caracterizadas como anexos de 2 a 4
nm de largura e 0,5 a 2 um de comprimento . A subunidade adesiva ¢ codificada por mrkD o
qual possui a capacidade de se ligar a moléculas de colageno na matriz extracelular e atuam

como um dos principais constituintes na formacéo do biofilme (Li et al, 2014).

2.2.5 Biofilme

A formacdo do biofilme € considerada um fator importante na patogénese de
K.pneumoniae, em especial em casos isolados em UTI. O biofilme pode ser descrito como
uma comunidade complexa tridimensional composta por microrganismos aderidos em uma
superficie que pode ser bidtica ou abidtica envolvida por uma matriz de exopolissacarideo
(EPS) que possui a funcédo de proteger os microrganismos existentes no meio interno contra as

possiveis agressdes do meio externo (Jamal et. al, 2017; Costa et al., 2014).

A formacéo é complexa e envolve estdgios como adesdo, producdo de microcolonias,
formagéo do biofilme maduro e destacamento (Clegg et al, 2016). Acredita-se que a formacéo
do biofilme seja um mecanismo de resisténcia, uma vez que formado o biofilme as bactérias

sdo resguardadas da defesa do hospedeiro, além do que o biofilme € mais resistente a acéo de
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antibioticos. Essa resisténcia pode ser atribuida espessura densa da matriz composta por
polissacarideos, proteinas e DNA que evitam a difusdo dos antimicrobianos e diminuem a
exposicao de bactérias (Clegg et al, 2016).

Durante o processo de adesdo o biofilme aumenta de espessura. Normalmente, a
espessura da matriz de exopolissacarideo € de 0,2 -1,0 um, entretanto o tamanho do biofilme
ndo ultrapassa 10-30 nm. Cerca de 5 a 35% do volume do biofilme é constituido por
microrganismos, sendo o restante composto pela matriz extracelular, a qual é constituida

principalmente de proteina (Jamal et. al, 2017).

2.3 Elementos relacionados a resisténcia em Klebsiella pneumoniae

Em bactérias gram negativas o principal mecanismo de resisténcia é a producéo de b-
lactamases (Nass, et al 2016). As - lactamases sdo capazes de hidrolisar o anel B lactamico
através da hidroxilacdo irreversivel do grupo amina, desta forma o antimicrobiano perde a

capacidade de acdo (Abrantes et al, 2017).

Representando a familia mais versatil de p-lactamases, as carbapenemases possuem
um extenso espectro de hidrolise para os antibidticos B- lactdmicos, incluindo os
carbapenémicos. As carbapenemases sdo classificadas conforme suas propriedades

funcionais e moleculares (Vera-Leiva et al, 2017).

Atualmente existem duas classificacbes mais utilizadas para a producdo de
carbapenemases: a classificacdo de Ambler a qual é baseada na sequéncia de aminoacidos,
agrupando-os de acordo com a estrutura molecular da p-lactamase e a classificacdo de Bush
que € baseada na correlacdo entre substrato e as propriedades inibitérias das enzimas
(Abrantes,et al 2017).

De acordo com Bush as carbapenemases sédo encontradas nos grupos 2df, 2f e 3,
enquanto na classificacdo de Ambler, essas enzimas sdo incluidas na classe A, B e D. As
classes A e D sdo compostas por P-lactamases que possuem um residuo de serina em seu
local ativo, sendo consideradas serina-p-lactamases, enquanto que as enzimas de classe B
possuem como cofator enzimatico um ou dois ions de zinco, sendo consideradas metalo-f3-

lactamases. (Vera-Leiva et al, 2017).
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Na classe A de Ambler estdo as carbapenemases que possuem maior diversidade e
distribuicdo. Foram identificados em Enterobacteriaceae (Vera-Leiva et al, 2017). Nesta
classe estdo classificadas as B-lactamases de espectro estendido (ESBL) que séo inibidas pelo
acido clavulanico, tazobactam e sulbactam e estdo incluidas no grupo 2 de Bush (Nass et a,
2016). As principais carbapenemases de classe A sdo: NMC (“not metallo enzyme
carbapenemase”), IMI (“imipenem-hydrolyzing f-lactamase’), SME (“Serratia marcescens
enzyme”), GES (“Guiana extended spectrum”) e KPC (“Klebsiella pneumoniae

carbapenemase’) (Vera-Leiva et al, 2017).

Na classe B estdo as metalobetalactamases, que possuem capacidade de hidrolisar
carbapenens, com exce¢do do aztreonam e tem sua acdo inibida pelo EDTA (&cido etileno-
diamino-tetra- acético) fazem parte do grupo 3 de Bush (Abrantes et al, 2017). As principais
metaloenzimas sdo: VIM (“Verona integron-encoded metallo-p-lactamase), GIM (“German
imipenemase”’), SIM (“Seoul imipenemase”), IMP (“active on imipenem”) € NDM (“New

Delhi metallo-beta-/lactamase ) (Vera- Leiva et al, 2017).

As oxacilinases compdem a classe D e pertencem ao grupo funcional 2d. Sao capazes
de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas e carbapenens e aumentam a capacidade de hidrolisar

oxacilina e cloxacilina (Vera-Leiva et al, 2017).

2.3.1 Carbapenemase tipo KPC

As enzimas do tipo KPC foram descritas pela primeira vez por Yigit et al. (2001) em
um isolado de K. pneumoniae datado de 1996 na Carolina do Norte, Estados Unidos no
projeto Intensive Care Antimicrobial Resistance Epidemiology (ICARE). No Brasil a
primeira notificagdo da enzima ocorreu em 2009 em um estudo realizado pela vigilancia
sanitaria 0 qual possuiam amostras do periodo de 2003 a 2008, foi entdo confirmada a

presenca de KPC em S&o Paulo (Monteiro et al, 2009).

As carbapenemases do tipo KPC sdo as carbapenemases de classe A de Ambler mais
prevalentes no mundo. Possuem a capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos. Sdo parcialmente inibidos pelo acido clavulanico e

tazobactam (Escandnvargas et al, 2016)

As KPCs sdo enzimas codificadas por plasmideos e sdo suscetiveis apenas a alguns
antibidticos como polimixina, aminoglicosideos e colistina. Estdo contidas numa regido de

879 pb e sdo proteinas que contém 293 aminoacidos (Du et al., 2014).
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O bla... em K. pneumoniae tem sido detectado em uma variedade de plasmideos, 0s
quais apresentam tamanhos distintos assim como carreiam diferentes determinantes de
resisténcia aos antibioticos e pertencem a diferentes grupos de incompatibilidade (Inc) como
IncF, Incl2, IncX, IncA/ C, IncR, e ColE1 (Pitout et al., 2015; Lee et al, 2016).

Entretanto, o plasmideo predominante é do tipo IncF com replicdes do FIIK o qual é
composto por genes adicionais que auxiliam na resisténcia a diversos antimicrobianos,

incluindo aminoglicosideos, tetraciclinas, quinolonas e sulfonamidas (Lee et al, 2016).

Uma grande parte dos genes bla... encontram-se associados a estruturas chamadas de
transposon Tn4401, encontrado em plasmideo conjugativos. Esse transposon apresenta um
tamanho aproximado de 10kb e é compreendido por duas sequéncias inversamente repetidas,
um gene transposase, um gene resolvase e duas sequéncias de insercdo ISKpn6 e ISKpn7. Até
0 momento mais de 30 plasmideos foram sequenciados contendo o gene bla.. em

K.pneumoniae (Lee et al, 2016).

2.4 Tratamento

As infeccOes causadas por K. pneumoniae produtora de carbapenemase ocasionam um
problema em grande escala pois essa enzima inibe os carbapenémicos e sdo frequentemente
resistentes a maioria dos antibidticos p-lactamicos. As opcles terapéuticas tornam o
tratamento limitado a polimixinas, tigeciclina e alguns aminoglicosideos (Lee et al., 2016). K.
pneumoniae produtora de carbapenemase € considerado um dos patdégenos hospitalares mais
importantes afetando principalmente pacientes graves aumentando o risco de morte
(Ducomble et al, 2015; Tumbarello et al, 2015).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) preconiza o uso de
aminoglicosideos como alternativa para terapia empirica em casos de infec¢bes por

enterobactérias multirresistentes, em especial as produtoras de KPC (Anvisa, 2013).

2.4.1 Aminoglicosideos



17

Desde a descoberta da estreptomicina em 1944 por Waksman, foram descobertos mais
de 200 aminoglicosideos produzidos por microrganismos do solo como Streptomyces,
Bacillus e Micromonospora. Em geral, os aminoglicosideos possuem um amplo espectro de
acao, possuindo atividade frente a microrganismos gram negativos como Escherichia coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa , assim como
gram positivos como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus spp.
(Takahashi et al, 2017).

Os aminoglicosideos sdao compostos policatiénicos, sendo constituidos por um anel
aminociclitol ligado a um agucar e contém pelo menos dois grupos amina e grupos hidroxila
livres (Xu et al, 2017). O principal mecanismo de agéo envolvido em sua atividade bactericida
¢ a capacidade de se ligar ao sitio A na regido decodificadora 16S da subunidade 30S do
ribossomo bacteriano e dessa forma gerando falha na traducdo e aminoacidos incorretos e

consequentemente protel’nas aberrantes.

Devido a sua natureza policationica, os aminoglicosideos possuem a capacidade de se
ligar a compostos anidnicos presentes na superficie da membrana das bactérias. Em bactérias
gram negativas esses compostos sdo lipopolissacarideos, fosfolipideos e proteinas presentes
na membrana externa e em bactérias gram positivas esses compostos sdo fosfolipidios e

acidos teicdicos (Ramirez et al, 2017).

Ao interagir com a membrana, os aminoglicosideos através de um mecanismo
independente de energia conhecido como autopromocdo de absorcdo proporciona um
aumento da permeabilidade, que resulta na penetracdo de algumas moléculas no espaco
periplasmatico, seguindo de um processo dependente de energia, onde um pequeno grupo de
moléculas do antibidtico atinge o citoplasma através do sistema funcional de transporte de

elétrons.

Quando as moléculas do aminoglicosideo estdo no citoplasma produzem proteinas
aberrantes induzindo danos na a integridade da membrana plasmatica, facilitando desta forma

a entrada de aminoglicosideos em grande quantidade.

Foram relatados diversos mecanismos de resisténcia relacionados aos
aminoglicosideos, entre eles estdo as enzimas modificadoras de aminoglicosideos, mecanismo
mais prevalente. A modificagdo enzimatica é mediada por trés principais enzimas:
acetiltransferases, fosofotransferases e nucleotideotransferases, que sdo encontradas em

bactérias gram positivas e gram negativas. Essas enzimas sao responsaveis por modificar um
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grupo amino especifico ou hidroxila nos aminoglicosideos (Xu et al, 2017; Takarashi et al,
2017).

Por ndo serem absorvidos pelo trato gastrointestinal, os aminoglicosideos séo
normalmente administrados via parenteral ou topica e sofrem excrecdo renal por filtracéo
glomerular. A administracdo de aminoglicosideos pode levar a nefrotoxicidade, geralmente

reversivel e ototoxicidade permanente.

A amicacina € o aminoglicosideo semissintético derivado da canamicina mais
utilizado na clinica. Apresenta-se como uma solucéo estéril, incolor e limpida, possui formula
molecular C.H.N.O.,, 2H.SO., e peso molecular 781,76 (Anvisa, 2017), E utilizado isolado ou
combinado para tratar infeccdes graves em especial causadas por gram negativos. Por néo ser
absorvido pelo trato gastrointestinal nio existe uma forma oral do medicamento. E
administrado principalmente por via intravenosa, intramuscular e por nebulizacdo. No entanto
pode ser administrado via intratecal para infeccbes especificas como meningites. Seu efeito
antimicrobiano é considerado 6timo quando a concentragdo maxima no soro € de 8 a 10x
maior que a concentracdo inibitéria minina. O pico de concentracdo sérica ocorre apés 60

minutos da administracdo intravenosa (Ramirez et al, 2017).

A dose administrada é dependente de peso e fracionada em duas ou trés aplicacdes
diérias. A dosagem convencional é de 5mg/kg a cada 8 horas ou dose Unica de 15 mg/kg uma
vez por dia . A amicacina exibe os efeitos toxicos comuns aos aminoglicosideos como
nefrotoxicidade e ototoxicidade. A nefrotoxicidade é mais comum podendo chegar a 10% dos
pacientes, no entanto é reversivel quando a droga € descontinuada, este dano provocado é
mais comum de ocorrer em pacientes com baixa filtracdo glomerular, pacientes diabéticos e
desidratados. A ototoxicidade vestibular e auditiva ocorre de 4 a 6 % e é decorrente de doses
elevadas, pode ser gerada a partir de radicais livres oxidativos, que danificam as células

ciliadas, normalmente o dano é permanente (Bhimji SS et al, 2017).

A gentamicina um aminoglicosideo utilizado no tratamento de diversas infecgdes
bacterianas em especial causadas por microrganismo gram negativos. Assim como outros
aminoglicosideos ndo ocorre absorgédo intestinal sendo a mesma administrada via intravenosa,

intramuscular, subconjuntival e subcapsular.

A duracdo normal do tratamento varia de sete a dez dias, podendo ser prolongado em
casos de infecgOes graves. A dose indicada para administracdo em pacientes com fungéo renal

normal e infecgdes graves é de 3mg/kg/dia em duas doses a cada 12 horas ou trés doses a cada
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8 horas. Em caso de risco de vida pode-se administrar até 5 mg/kg/dia ( Anvisa, 2013). Seu
uso é limitado devido a seus efeitos gerados como nefrotoxicidade e ototoxicidade.

2.4.2 Polimixinas

As polimixinas foram isoladas pela primeira vez em 1947 do Bacillus polymyxa, que
posteriormente foi classificado como Paenibacillus polymyxa em 1993 (Trimble et al, 2016).
Foram introduzidos na clinica no final da década de 50; no entanto seu uso foi interrompido
na década de 70 devido a seus potenciais toxicos, sendo substituidas pelas cefalosporinas
(Roberts et al, 2015).

As polimixinas ndo possuem atividade frente a microrganismos gram positivos e
anaerdbios, contudo sdo efetivos frente a maioria de microrganismos gram negativos,
incluindo membros da familia Enterobacteriaceae como Klebsiella pneumoniae ( Trimble et
al, 2016, Nikko et al, 2017).

S&o pequenas moléculas de lipopeptideos ciclicos ndo ribossomais o qual possuem
1200 dalton s de massa. O nucleo decapeptidico das polimixinas sdo compostos por um ciclo
intramolecular de pentapeptideos ligados a amida entre o grupo amina na cadeia lateral de
residuo de acido diaminobutirico (Dab) na posicao 4 e o grupo carboxil no residuo de treonina
C terminal (Roberts et al, 2015).

Atuam ligando-se ao lipopolissacarideo e moléculas de fosfolipideos presentes na
membrana externa de bactérias gram negativas o qual é carregada negativamente. Essa
ligacdo desloca ions Ca» e Mg» o qual atuam mantendo a estabilidade da membrana. A
desestabilizacdo da membrana leva a ruptura da mesma levando ao extravasamento do
conteddo citoplasmatico e consequentemente a morte celular (Trimble et al, 2016; Nikko et al,
2017).

A maioria dos mecanismos de resisténcia a polimixinas incluem alteracbes que
reduzem a carga liquida negativa ou fluidez dos lipopolissacarideos, aumento do efluxo das
drogas e formacédo da cdpsula. Na maioria das bactérias gram negativas os componentes PhoP
/ Q e PmrA / B regulam o sistema que sdo responsaveis pela resisténcia a polimixina,
causando modificagcdes quimicas na estrutura do lipopolissacarideo bacteriano. Esse sistema é

responsavel por alterar a carga cationica da parede celular em resposta a baixos valores de
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calcio e magnésio além de baixo pH, excesso de Fe<e fagossomos. Todas essas modificacGes
sdo responsaveis pela diminuicdo da afinidade da polimixina para superficie das células
bacterianas (Trimble et al, 2016).

A polimixina B € utilizada na dose de 1,5 a 2,5 mg/kg/dia em pacientes com funcao
renal normal. Em pacientes com deficiéncia na funcéo renal, é administrado uma dose de 2,5
mg/kg no primeiro dia, as doses seguintes séo corrigidas de acordo como a depuragdo de
creatinina(CICr). Entre 30 e 80 mL/min é administrado 1,0 a 1,5 mg/kg/d e com CICr < 30
mL/min, administra-se 1,0 a 1,5 mg/kg a cada dois a trés dias e em casos de pacientes
anuricos a administracdo é de 1,0 mg/kg a cada cinco a sete dias (Eurofarma 2017). A
nefrotoxicidade associada a polimixina é um fator limitante para seu uso na clinica, pois pode

ocorrer em até 60% dos pacientes quando administrados via intravenosa (Roberts et al, 2015).

2.4.3 Glicilciclinas

Compondo uma nova classe de antimicrobianos as glicilciclinas tem como a
tigeciclina sua primeira droga. E um derivado semissintético da minociclina e possui amplo
expectro de acdo frente a microrganismos gram positivos e gram negativos, além de

anaerdbios (Pournaras et al, 2016).

A tigeciclina possui mecanismo de agdo semelhante a as tetraciclinas, no entanto
possuem a capacidade de se ligar cerca de 5 vezes mais forte que as tetraciclinas e dessa
forma contornam algum mecanismos de resisténcia (Pereira Maia et al, 2010). Atuam
ligando-se reversivelmente & subunidade 30S do ribossoma bacteriano e dessa forma dificulta
a entrada do RNA transportador no local A do ribossoma, evitando o alongamento das cadeias

peptidicas e interrompendo a sintese proteica.

A tigeciclina ndo apresenta absorcdo através do trato gastrointestinal, sendo
administrada unicamente via intravenosa. A dosagem inicial indicada é de 100mg,
posteriormente doses de 50 mg sdo aplicadas a cada 12 horas, em casos de pacientes com
doencas renais a dose é reduzida a 25mg a cada dose inicial. A tigeciclina € eliminada por
diferentes vias como via fecal (59%) e renal (33%) (Nguyen et al, 2013). De acordo com suas

propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, apontam um baixo poder de penetracdo
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nos Orgdos mais internos do corpo, podendo levar a falhas terapéuticas devido a baixa
concentragdo no sitio de infeccdo (Veleba et al, 2012).

2.5 Terpenos

Os terpenos sdo os principais componentes dos 6leos essenciais e sdo produzidos por
uma diversidade de espécie de plantas, as quais apresentam inimeras funcGes como o
mecanismo de defesa contra herbivoros e patogenos. O grande uso dos terpenos em salde
pode ser explicado por suas propriedades farmacocinéticas favoraveis como baixo peso

molecular e lipofilidade (Vieira, 2018).

Todos os terpenos apresentam diferencas estruturais entre si, mas sdo essencialmente
oriundas da geracao de unidade 5C como o isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalila difosfato
(DMAPP). Existem duas vias que podem gerar a unidade C5: a via do mevalonato e a via do
fosfato de metileritritol (Viriato, 2014; Singh et al, 2015).

A via do mevalonato ocorre no citosol, reticulo endoplasmético e peroxissomos. A
condensacdo de acetil- CoA leva a sintese de 3-hidroxi-3 metilglutarilo-CoA que
posteriormente produzird acido mevalbnico. Atraves de processos de fosforilacdo e
descarboxilacéo o &cido mevaldnico € convertido em isopentenil difosfato (IPP) (Singh et al,
2015).

Quimicamente os terpenos podem ser chamados de “alcanos naturais” apresentando
uma dupla ligacdo entre carbonos, sendo classificado como hidrocarbonetos insaturados
(Murry, 2011). Quando o terpeno possui oxigénio € chamado de terpendide os quais
apresentam diversas fungdes quimicas como: alcool, aldeido, éter, cetona e acidos (Marei et
al. 2012).

Os terpenos podem ser classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno
(C.,H;) em: hemiterpeno (5C), monoterpeno (10C), sesquiterpeno (15C), diterpenos (20C),
sesterpenos (25C), triterpeno (30C), tetraterpeno (40C) (Viriato, 2014, Singh et al, 2015).
Também podem ser subclassificados em termos de grau de ciclizagdo da molécula em:

aciclicos (cadeia aberta), monaociclicos e biciclicos (Dewick, 2015).
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Os Mecanismos de acdo de acdo desses compostos podem ser: desintegracdo da
membrana citoplasmatica, desestabilizacdo da forga motriz (FPM), transporte ativo, fluxo de

elétrons e coagulacdo do contetdo celular (Burt, 2004).

A perda da permeabilidade faz com que muitas atividades celulares sejam
interrompidas como a producdo de energia, transporte de membrana e outras fungdes
metabolicas. A interrupcdo da membrana também pode interferir em processos de conversdo
de energia, processamentos de nutrientes e sintese de macromoléculas estruturais. Por passar
pela membrana plasmatica e parede celular, o que pode interromper o rearranjo dos acidos
graxos, moléculas de polissacarideos e fosfatos. Todos esses elementos culminam na

coagulacdo de componentes intracelulares (Swamy et al, 2016).

2.5.1 Linalol

O linalol é um metabolito secundario componente dos 6leos essenciais de origem
vegetal. E encontrado em uma diversidade de plantas como Aniba rosaeodora (Pau rosa),
Citrus retuculata (tangerina), Citrus bargamia (bergamota), Jasmim auriculatum (jasmin),

Lavandula dentata (lavanda), Coriandrum sativum (coentro) (Camargo et al, 2010).

O linalol (3,6 dimetyl- 1,6,octadien -3-ol) apresenta-se como um monoterpeno
alcoolico terciario de cadeia aberta e formula molecular de C,H,O e peso molecular de
154,25g/mol, densidade de 0,87g/ml, apresenta ponto de ebulicdo a aproximadamente 199°C
e solubilidade em agua a 1,589 g/ml (Sigma, 2017).

E encontrado na forma de dois estereoisomeros 3R-(-)-Linalol e 3S-(+)-Linalol, o qual
possuem dois odores diferentes assim como propriedades quimicas e efeitos biol6gicos. Como
monoterpeno, o linalol apresenta importancia nas industrias alimenticia e cosmética, sendo
utilizada como fixador de fragrancias, onde aproximadamente 70% dos compostos contém o

linalol em sua formulacéo (Rosa et al, 2003; Bakkali et al, 2008).

Muitos efeitos ja foram observados no linalol como: anticonvulsivante ( Brum et al,
2001), hipotensdo (Siqueira et al, 2004), sedacdo ( Zu et al, 2013; Heldwen et al, 2014),
anticancer (Chang et al, 2014), antinociceptivo (Peana et al, 2004), antileishmanial (Rosa, et
al 2003; Batista et al, 2008) e antimicrobianos ( Alviano et al, 2005 ; Yang et al, 2014).
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2.5.2 Citral

O citral é um monoterpeno aldeido de cadeia aberta encontrado em 6leos essenciais de
varias plantas como: Backhousia citriodora (murta lim&o), Ocimum basilicum (manjeric&o),
Cymbopogon citratus (capim limdo), Citrus sinensis (laranjeira) (Shi et al., 2016; Gupta et al,
2017).

Também conhecido como lemonal, o citral (3,7 —dimetil- 2,6- octadienal) é um liquido
oleoso que possui formula molecular C,H..O, ponto de ebulicdo em 228 °C, densidade de
0,893g/cm: e massa molar de 152.25g/mol.

Esse composto é uma mistura de dois isdmeros geomeétricos insaturados e aciclicos, o
neral (isbmero cis) que confere o sabor de liméo e o geranial (isbmero trans) que confere o
aroma citrico (Leite et al, 2014; Miron et al, 2014).

O citral apresenta melhor acdo em pH alcalino e pode ser utilizado em combinacao
com outros agentes apresentando acdo sinérgica, apresenta atividade antitumoral,

broncodilatadora e antimicrobiana (Souza et al, 2016).

2.5.3 Eucaliptol

O eucaliptol (1,8 cineol) é um monoterpeno éter ciclico, amplamente distribuido na
natureza, sendo encontrado em espécies de eucaliptos como o Eucalyptus globulus Labill e
Eucalyptus tereticornis (Seol et al 2016). Possui formula molecular C,H.,O e massa molar de
154,249g/mol e densidade de 0,91g/mL (Sigma, 2017).

E amplamente utilizado em especial na indUstria farmacéutica como analgésicos e
antipiréticos para aliviar sintomas de gripes, resfriados e congestionamentos, além de
demonstrar propriedades anti inflamatorias. Por atuar bloqueando a via da cicloxigenases,
inibindo 0 TNF-a e o IL-1B o eucaliptol controla a secrecdo de muco nas vias aéreas no

tratamento de asma e sinusites (Souto et al, 2016; Lima et al, 2013).
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2.6 Associagdes Farmacologicas

A interacdo entre drogas é importante a fim reduzir os efeitos indesejados, combater
microrganismos resistentes aos antibidticos e evitar combinacdes potencialmente prejudiciais.
O efeito sinérgico aumenta a eficacia do tratamento, assim como melhora a seletividade e
reduz os efeitos colaterais, enquanto que reacGes antagbnicas podem ser utilizadas para
estudar o mecanismo de agdo das drogas e tem sido de grande relevancia na luta frente a

patdgenos resistentes aos antibioticos (Guimera et al, 2013).

A clinica médica é ciente dos beneficios das combinacfes de drogas. Substancias
isoladas que possuem apenas acdo em apenas um alvo sdo geralmente menos eficazes no
tratamento do que uma terapia combinada, a qual pode atuar em varios alvos simultaneamente

e dessa forma potencializar o efeito desejado.

As interacOes s@o demonstradas graficamente a partir de isobologramas, 0s quais sao
construidos esbocando o valor das doses inibitorias dos agentes nos eixos nos eixos x e y. Um
sinergismo € observado quando a curva do isobolograma se move em direcédo a linha céncava,

quando uma linha convexa se forma um efeito antagonico ( Biavatti, 2009).



25

3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de terpenos e antimicrobianos sobre cepas de

Klebsiella pneumoniae produtoras de carbapenemase e suas associacoes.

3.2 Objetivos especificos

o Determinar a susceptibilidade de cepas de Klebsiella pneumoniae a 9 antimicrobianos
(Amoxicilina + &cido clavulénico; cefalexina; cefepime; cefoxitina; ceftriaxona;
ertapenem; meropenem; netilmicina; imipenem)

« Avaliar fenotipicamente e genotipicamente a producdo da carbapenemase;

o Determinar as Concentracgdes inibitorias minimas (CIM) e Concentracdes bactericidas
minimas (CBM) do linalol, citral, eucaliptol, sulfato de amicacina, sulfato de
gentamicina, sulfato de polimixina B e tigeciclina;

o Avaliar a interacdo entre o terpeno mais ativo e 0s antimicrobianos através da

determinacéo do indice de Concentracéo Inibitéria Fracionada (ICIF).



26

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos

No presente estudo foram utilizados isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae (n=9)
de origens distintas (urina, sangue e aspirado traqueal). Duas cepas de referéncia do
American Type Culture Collection (ATCC BAA 1705 e ATCC 700603) foram incluidas
como controle positivo e negativo para producdo de carbapenemase, respectivamente. Todas
essas cepas sdo mantidas no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos
(LFMB) no Departamento de Antibidticos da UFPE. As cepas de K. peneumoniae foram
catalogadas no laboratério como: LFBM 01, LFBM 02, LFBM 03, LFBM 04, LFBM 05,
LFBM 06, LFBM 07, LFBM 08, LFBM 09.

4.2 Culturas, manutencao e padronizacdo do indculo

Culturas de K. pneumoniae foram estocadas apés liofilizacdo e mantidas em Agar
Mueller Hinton (AMH) (Himedia, india) sob 6leo mineral. Para reativacio as culturas foram
transferidas para o caldo Mueller Hinton (Himedia, India) e incubadas a 35+ 2 °C por 24h.
Apbs incubacao, as culturas foram semeadas em placas de Petri contendo AMH e incubadas
sob as mesmas condicBes. Em seguida foram transferidas quatro col6nias com cerca de 4 mm
para um tubo de ensaio contendo 5mL de caldo Mueller Hinton. A suspenséo foi
homogeneizada até obter uma turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland, o

que corresponde a 10:UFC/mL.

4.3 Determinacao da susceptibilidade aos antimicrobianos

A susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de Klebsiella pneumoniae foi
determinada numa primeira etapa através do método de difusdo em meio solido preconizado
pelo Clinical Laboratory Standars Institute (CLSI, 2017). Para este teste, &gar Mueller Hinton

foi dispensado em placa de Petri de 90 mm a fim de obter uma camada de quatro mm. Em



27

seguida, um inoculo padronizado em 10: UFC /mL foi semeado em toda extensdo da placa
com auxilio de um swab. Os discos padronizados com uma quantidade conhecida do agente
antimicrobiano foram colocados na superficie do agar Mueller Hinton, quatro discos por
placa. Apds 24h de incubacdo a 35° C o diametro dos halos em torno dos discos foram

medidos com auxilio de um paquimetro digital e esses expressos em milimetros.

Discos padronizados com drogas (OXOID) foram utilizados para este ensaio, a saber:
amoxicilina + acido clavulanico - AMC (10 ug), cefalexina - CFX (30 ug), cefepime - CPM
(30 ug), cefoxitina - CPO (30 pg), ceftriaxona - CRO (30 ug), ertapenem - ERT (10 pg),
meropenem- MER (10 pg), imipenem - IMI (10 pg), netilmicina - NET (15) pg.

Os valores foram interpretados de acordo com o CLSI, 2017 em sensivel,

intermediario e resistente conforme a tabela 1.

Tabela 1- Padrdes interpretativos de diametros de halos de inibicdo (milimetros) para os
antibidticos frente a membros da familia Enterobacteriacea de acordo com Clinical
Laboratory Standars Institute (M100S) (CLSI,2017)

Antimicrobianos Sensivel Intermediario Resistente

Amoxicicilina+ &cido clavulanico >18 14-17 <13
Cefalexina > 18 15-17 <14

Cefepime >25 24-18 <18

Cefoxitina >18 15-17 <14
Ceftriaxona >23 22>23 <19
Ertapenem >22 19-21 <18
Meropenem >23 20-22 <19

Imipenem >23 20-22 <19
Netilmicina >15 13-14 <12

4.4 Determinacdo fenotipica da presenca da enzima carbapenemase - Teste de Hodge
Modificado

A presenca da carbapenemase biossintetizada pelas cepas de Klebsiella pneumoniae

foi realizada através do Teste de Hodge modificado de acordo com o compéndio oficial
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publicado pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017). Escherichia coli ATCC
25922 foi padronizada a 10: UFC/mL e semeada com auxilio de swab em toda extensdo da
placa de Petri contendo, Agar Mueller Hinton e um disco de imipenem de 10 pg foi colocado
ao centro da placa. Em seguida Klebsiella pneumoniae BAA 1705 e Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, controles positivo e negativo para producdo da carbapenemase
respectivamente, foram semeadas em estrias com algas descartaveis calibradas em 1uL sobre
a Escherichia coli. Cada amostra teste das cepas K. pneumoniae foram igualmente semeadas
de forma a obter um crescimento em cruz. As placas foram incubadas a 35+ 2 °C por 18h. O
teste foi considerado positivo ap6s observacdo de uma distor¢do em torno do halo de inibicéo,

indicando a producdo da carbapenemase.

4.5 Determinacdo genotipica da producao da carbapenemase - Reacdo em cadeia da

polimerase (PCR)

A extracdo e quantificacio do DNA das cepas de K. pneumoniae foi realizada
utilizando um kit de extracdo de DNA Brazol (LGC Biotechnology) de acordo com o
protoloco fornecido pelo fabricante. A sua medicdo foi realizada através de
espectrofotometria (Ultraspec 3000; Pharmacia Biotech) num intervalo de onda de 260-
280nm.

O gene bla foi investigado por PCR utilizando os primers (KPC-la 5'-
TGTCACTGTATCGCCGTC-3, KPC-1b 5-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC-37). As
reagdes de amplificagdo foram preparadas em um volume inicial de 25 pL por tubo, sendo
utilizado 5ng do DNA gendmico, 10 pmol dos primers, tampéo de reacdo 1x (concentracao
final), dNTP 200 puM (Ludwig Biotec), MgCIl, 1,5 mM e 2,0 U Tag DNA polimerase
(Promega) (Yigit et al., 2001).

A amplificagdo por PCR foi realizada em um termociclador (Biosystems®) da
seguinte forma: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 min seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a
95 °C durante 1 min, anelamento a 64 °C durante 1 min e extensdo a 72 °C durante 1 min e
entdo uma extenséo final de 10 min a 72 ° C (Jacome et al., 2016). Nesse experimento foram
incluidos cepas de referéncia, um controle negativo (K. pneumoniae ATCC 700603) e um

controle positivo (K. pneumoniae ATCC BAA 1705) para o gene bla...ambas mantidas no
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Laboratorio de Fisiologia e Bioguimica de Microrganismos no Departamento de Antibioticos
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Os produtos da PCR foram corados com o corante blue-green (Jena Bioscience) e
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,0 % em tampédo TBE (Tris-borato 0,089 M,
EDTA 0,002M) sob uma tensdo constante de 100V. As bandas dos produtos gerados na PCR
foram visualizadas sob luz UV e documentadas fotograficamente.

Enterobacterial repetitive intergenic consensus - ERIC-PCR

Para tipagem molecular das cepas de Klebsiella pneumoniae foi utilizado o método a
ERIC-PCR. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 ul por
tubo, compreendendo: 100 ng de DNA gendmico, 1,0 U da enzima Taq DNA polimerase, 200
UM do desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTP), 1,5 mM de MgCI, tampdo de reacdo
(concentracdo final 1x) e 10 pmol dos primers (ERIC-1 [5- ATG
TAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’], ERIC-2 [5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3")).
A amplificacdo utilizada na ERIC-PCR foi realizada em um termociclador (Biosystems®) da
seqguinte forma: desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo a 92°C por 1 minuto, anelamento a 36°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 8
minutos. Ap6s os 30 ciclos, foi realizada uma etapa de alongamento final de 16 minutos a
72°C.

Os produtos da ERIC- PCR foram corados com blue-green e submetidos a
eletroforese a 1,5% em gel de agarose. Os padrbes de banda gerados foram analisados e o

software PAST foi utilizado para gerar um dendograma (Duan et al., 2009).

4.6 Terpenos e antimicrobianos convencionais

Os terpenos: linalol (97%), citral (> 95%) e eucaliptol (>99%) foram obtidos da Sigma
Aldrich- Brasil e os antimicrobianos dos seguintes laboratorios farmacéuticos a saber: Sulfato
de amicacina (Ariston), sulfato de gentamicina (Santisa), sulfato de polimixina B (Eurofarma)
e tigeciclina (Wyeth).

Os antimicrobianos foram solubilizados em agua destilada e esterilizada enquanto que

os terpenos foram solubilizados em um sistema composto por Tween 80/ etanol/ agua na
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proporcdo (1:3:6). Todas as solugdes estoques foram esterilizadas por filtracdo utilizando

membrana Milipore® de 0,22um de porosidade e 150 um de espessura.

A resisténcia foi definida para cada antimicrobiano de acordo com o0s critérios
estabelecidos pelo Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2016) para amicacina (CIM
> 64 pg/mL) e gentamicina (CIM > 16 pug/mL). Para polimixina B e tigeciclina (CIM >
4pg/mL) preconizado pela Anvisa (NOTA TECNICA N° 01/2013).

4.7 Determinacdo da Concentracdo Inibitéoria Minima (CIM) e Concentragao
Bactericida Minima (CBM)

A determinacdo da CIM foi realizada pelo método de microdiluicdo em placa de 96
pocos preconizado pelo Clinical Laboratoy Standards Institute com algumas modificacdes
(CLSI, 2017).

Diluicdes seriadas foram realizadas a partir de 100uL da solugdo estoque de cada
antimicrobiano, o qual foi dispensado na primeira linha (A) até a Gltima linha (H) de forma a
obter concentragdes finais que variaram de 512 a 4ug/mL para linalol e sulfato de
gentamicina, 1280 a 10 pg/mL para o citral, eucaliptol e sulfato de amicacina e 64 a 0,5

pg/mL para sulfato de polimixina B e tigeciclina.

Posteriormente as culturas de Klebsiella pneumoniae (100uL) foram dispensadas em
todos os pocos da microplaca de forma a obter ao final uma concentracdo de 10: UFC/poco.
As placas foram incubadas a 35 = 2 °C por 24 h. O sistema Tween 80/etanol/agua foi incluido
no experimento para assegurar que ndo alteram a viabilidade dos micro-organismos. Em
seguida 20 pL de resazurina numa concentragdo a 0,02% foram adicionadas em todas as

placas e reincubadas a 35+ 2 °C por 3h.

A Concentracdo Bactericida Minima foi determinada a partir dos pogos onde ndo foi
observado crescimento. Aliquotas com 10puL foram semeadas em agar Mueller Hinton
seguida de incubacdo a 35+ 2 °C por 24h. Ap0s incubagdo foram enumeradas as unidades
formadoras de col6nias. A CBM foi definida como a menor concentracdo dos agentes
antimicrobianos e terpenos capaz de inviabilizar 99,99% da populagdo bacteriana inicial
(Courvalin, 1985). Para a terceira parte deste trabalho, o linalol foi escolhido com base nos

valores da CIM.
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4.8 Determinacdo da Concentracdo inibitoria fracionada (Ensaio de Checkerboard)

Com base nos valores obtidos da CIM, foram preparadas solugdes dos agentes
antimicrobianos em concentragfes sub inibitorias as quais variaram de 1/2 a 1/256 da CIM e
de % a 1/4096 da CIM para o linalol e antimicrobianos respectivamente. De cada uma das
diluicbes desses agentes antimicrobianos foram depositados 50 pL na microplaca. O agente
antimicrobiano na orientagdo vertical (1 a 12) e o linalol na orientacdo horizontal (A a H). Em
seguida, 100 pL da suspensdo bacteriana padronizada em 10: UFC/mL foram dispensados em

todos os pocos da microplaca (Lorian, 2005).

Os critérios de interpretacdo para a associacdo entre os antimicrobianos e o linalol
foram obtidos a partir do célculo do Indice da Concentrago Inibitdria Fracionada (CIF index)
de acordo com a equagdo: (CIM do antimicrobiano associado ao linalol/ CIM do
antimicrobiano) + (CIM do linalol associado ao antimicrobiano/ CIM do linalol). Os valores
de ICIF < 0,5 foram interpretados como sinergismo total, CIFI > 0,5 mas < 4 como

indiferentes. O efeito foi antagonico quando >4 (Lee et al, 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Susceptibilidade aos antimicrobianos

Os perfis de susceptibilidade antimicrobiana das cepas de K.pneumoniae estdo
apresentados na tabela 2. Os resultados mostraram que os isolados expressaram resisténcia as
cefalosporinas, sendo 100% a ceftriaxona e cefalexina e 90,9% a cefepime e cefoxetina.
Também mostraram resisténcia de 100% a penicilina (Amoxicilina+ Acido Clavulanico) e ao
grupo dos aminoglicosideos apresentaram resisténcia de 81,8% a netilmicina. Dos
carbapenémicos avaliados o imipenem foi o que apresentou susceptibilidade (45,5%), contudo

todas as cepas foram resistentes ao ertapenem (100%).

Tabela 2- Resultado do tamanho dos halos de inibicdo (milimetros) para cepas de Klebsiella

pneumoniae e porcentagem de resisténcia a cada antimicrobiano.

AMC CEX CPM CPO CRO ERT MER IMP NET
Klebsiella pneumoniae (10 (30pg) (30 (30pg), (30ug) (10 (10ug)  (0w)  (15w)

Hg) HO) HQ)
ATCC BAA 1705 0 0 10 8 8 0 19 19 6
ATCC 70003 0 14 20 10 16 0 30 31 20
LFBM 01 0 0 9 7 9 0 16 19 7
LFBM 02 0 0 0 0 0 0 0 0 5
LFBM 03 0 0 0 5 3 0 20 23 8
LFBM 04 0 0 0 12 10 0 21 23 10
LFBM 05 0 0 12 17 12 0 19 21 7
LFBM 06 0 0 0 9 0 0 21 23 11
LFBM 07 0 0 0 5 0 0 22 22 5
LFBM 08 0 0 5 6 10 0 6 7 14
LFBM 09 0 0 0 10 0 0 19 19 5
Critério de resisténcia
(halo em mm) <13 <14 <18 <14 <19 <18 <19 <19 <12
Resisténcia ao 100% 100% 90,9% 90,9% 100% 100% 54,5% 454% 81,8%

antimicrobiano (%)
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LFBM: Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos; AMC: Amoxicilina+ &acido Clavulanico; CFX:
Cefalexina; CPM: Cefepime; CPO: Cefoxitina; CRO: Ceftriaxona; ERT: ertapenem; MER: meropenem; NET: netilmicina;
IMP:imipenem; mm: milimetros

Detec¢do fenotipica e genotipica da producéo da carbapenemase - Teste de Hodge

modificado e Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Um fenotipo positivo para a produgdo da carbapenemase foi observado através do
teste de Hodge modificado para todas as cepas de Klebsiella pneumoniae. A confirmacéo da

producdo da enzima carbapenemase foi obtida através da deteccao do gene bla... por PCR.

A genotipagem pela técnica da ERIC-PCR mostrou 9 perfis genéticos distintos, com
variado grau de similaridade entre os isolados, de 32% a 100%. Os isolados LFBM 03,
LFBM 04 e LFBM 05 mostraram 100 % de similaridade genética. A figura 19 apresenta o

dendograma dos perfis genéticos.

A tabela 3 mostra a origem dos isolados, assim como o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos pelo método de difusdo em meio sélido, o resultado do teste de Hodge
modificado e a PCR das cepas de Klebsiella pneumoniae.

A Cepa LFBM 07 apresentou resisténcia ao carbapenémico ertapenem e resisténcia
intermediaria a0 meropenem e imipenem e possuiu o teste de Hodge positivo, contudo foi
negativa para gene bla... através da PCR (tabela 3) .Todas as cepas demonstraram perfis de
resisténcia diversos, no entanto, levando-se em consideragdo 0s carbapenémicos, todas as
cepas foram resistentes, no entanto, essa resisténcia variou quando foi utilizado o meropenem

e 0 imipenem. Todavia, todos foram positivos para expressao do bla..

A aquisicao de genes que codificam as carbapenemases nem sempre estdo associadas a
altos niveis de resisténcia aos carbapenémicos (Poirel et al, 2007). Essa resisténcia € variavel
pode ser explicada por fatores como: coexisténcia de outros mecanismos de resisténcia ou

supressao genética que leva silenciacdo do gene (Livermore et al, 2002; Aktas et al, 2006).
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Tabela 3- Origem, perfil de susceptibilidade e detec¢do fenotipica e genotipica para o gene
bla..por PCR

Klebsiella Origem Resisténcia THM PCR para
pneumoniae bla,.
ATCC BAA 1705 Urina AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER; NET; + +
IMP
ATCC 70003 Urina AMC; CFX; CPO; CRO; ERT + -
LFBM 01 Urina AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER,; + +
NET;IMP
LFBM 02 Urina AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER; NET; + +
IMP
LFBM 03 Aspirado AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER* NET + +
traqueal
LFBM 04 Urina AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER* NET + +
LFBM 05 Urina AMC; CFX; CPM; CPO*; CRO; ERT; IMP* NET + +
LFBM 06 Urina AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; NET + +
LFBM 07 Sangue AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER *; IMP* + -
NET
LFBM 08 Aspirado AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER; IMP; + +
traqueal NET*
LFBM 09 Urina AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER; IMP* + +
NET

LFBM: Laboratdrio de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos; THM: Teste de Hodge modificado; PCR: Reacdo em
Cadeia da Polimerase; AMC: Amoxicilina+ Acido Clavulanico; CFX: Cefalexina; CPM: Cefepime; CPO: Cefoxitina; CRO:
Ceftriaxona; ERT: ertapenem; MER: meropenem; NET: netilmicina; IMP:imipenem *Resistencia Intermediaria

Klebsiella pneumoniae

ATCC BAA 1705 Escherichia coli

ATCC 25922

LFBM 01

Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603

Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603

Figura 1: Teste de Hodge modificado para todas as cepas de Klebsiella pneumoniae — foto da
autora.
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Figura 2 : Gel de agarose 1,5% corado com blue-green do gene bla...amplificado por PCR. M:
marcador de peso molecular (100pb). Bandas 1 e 2 : Klebsiella pneumoniae ATCC BAA
1705 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (controle positivo e negativo para o gene blac.
respectivamente), bandas 3 a 11: cepas de Klebsiella pneumoniae.

A ERIC-PCR revelou que 3 isolados possuem relacdo clonal (LFBM 03, LFBMO04 e
LFBM 05) mesmo sendo de origens distintas e possuirem diferentes fendtipos de resisténcia
antimicrobiana. Os relatos da literatura corroboram com esses resultados, o mesmo foi
observado por Ben Hamouda et al (2003) e Cabral et al (2012) onde isolados idénticos na

ERIC-PCR apresentaram perfis de susceptibilidade diferentes.
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Figura 3: Dendrograma gerado através do software PAST 2.15, mostrando a similaridade
genética para as cepas de Klebsiella pneumoniae.
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Atividade antimicrobiana

A tabela 4 apresenta os valores da concentracdo inibitéria minima e concentracdo
bactericida minima (CIM/ CBM) dos terpenos e agentes antimicrobianos sobre as cepas de
Klebsiella pneumoniae assim como a origem do isolamento e o perfil de sensibilidade aos

antimicrobianos avaliados pelo teste de difusdo em meio sélido.

Das cepas de Klebsiella pneumoniae estudadas, todas revelaram um perfil de
resisténcia frente a amicacina, gentamicina, polimixina B e tigeciclina. No entanto, baseado
nos critérios descritos pelo CLSI (2016), as cepas LFBM 08 e ATCC 700603 mostraram-se

sensiveis a amicacina cuja CIM <10 ug/mL.

Os valores da CIM para linalol foram iguais a 512 pg/mL para todas as cepas. No
entanto, ndo foi possivel determinar a CIM para o citral e eucaliptol pois as cepas de
Klebsiella pneumoniae apresentaram valores superiores a 1280 ug/mL. Quando esses valores
foram comparados entre si, diferencas estatisticamente significantes foram encontradas,
p>0,5.

Desta forma e levando em consideracao a publicacdo de Sartoratto et al (2004) o qual
definiu uma CIM entre 50- 500 pg/mL, apresenta forte atividade antimicrobiana, entre 600 —
1500 pg/mL uma agdo moderada e uma CIM >1500 pg/mL possui uma fraca atividade o
linalol mostrou uma forte atividade antimicrobiana comparados ao citral e eucaliptol e dessa

forma foi selecionado para o ensaio de checkboard.

De acordo com Burt, 2004; Moussaqui et al 2016 a atividade antimicrobiana do linalol
observada para o esta relacionada principalmente a sua capacidade em desestruturar a
membrana citoplasmatica dos microrganismos e dessa forma alterar a permeabilidade,
permitindo o extravasamento de componentes presentes no interior do citoplasma. A
destruicdo da membrana resulta na liberacdo de lipopolissacarideos, que aumentam a
permeabilidade. Essa desestruturacdo influencia diretamente o metabolismo energético,
concentracdo de ATP intracelular diminuida pelo seu extravasamento. Esse efeito
antimicrobiano também pode estd relacionado a reducdo do potencial de membrana, a
deplecdo de ATP e ruptura da bomba de protons que intensificam a permeabilidade da
membrana. Todos esses eventos podem levar a coagulacdo de componentes celulares internos
do citoplasma e a quebra de ligagdes entre as camadas de lipideos e proteinas (Swamy et al,
2016; Saad et al, 2013). Dessa forma facilitando a acdo de outras drogas, como 0s

antimicrobianos avaliados neste estudo.
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Pellegrini et al (2018) avaliou a agdo antimicrobiana de 6leos essenciais incluindo
Coriandrum sativum (coentro) o qual mostrou o linalol como o principal constituinte (77%).
Esse 6leo rico em linalol demonstrou atividade antimicrobiana frente a microrganismos como
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus, acredita-se que esse efeito antimicrobiano
do d6leo tenha sido proporcionado pela capacidade de permeabilizar a membrana no
microrganismo, gerando perda dos constituintes celulares e interrup¢do do metabolismo

celular.

Di Sotto et al (2011) através do teste in vitro de micronucleos de linfécitos humanos
periféricos, descreveram que o linalol ndo apresenta genotoxicidade, em concentracbes que
variam de 0,5 a 100 pg/mL. Em outro ensaio de genotoxicidade realizado pelo teste de Ames,

esses autores demonstraram que o linalol ndo apresenta efeito mutagénico.

A resisténcia a tigeciclina encontra-se em conformidade com a literatura. Os
mecanismos de resisténcia a tigeciclina sdo complexos, no entanto acredita-se que um dos
mecanismos relacionados a essa resisténcia sdo as bombas de efluxo (Pournaras et al, 2016;
Zheng et al, 2014). Contudo outros mecanismos desempenham um papel importante na
resisténcia de K. pneumoniae como a presenca do gene RamA, responsavel por regular a
bomba de efluxo. Foi observado que uma CIM > 2 pg/mL para tigeciclina estava associada a

niveis aumentados desse gene (Ruzin et al, 2008; Rosenblum et al, 2011; Veleba et al, 2012).

Neste trabalho os valores de CIM para os aminoglicosideos amicacina e gentamicina
apresentam-se elevados quando comparados a Tang et al (2016) com cim entre 1 e 128 pg/mL
para amicacina e 0,5 a >128 para gentamicina. Contudo, existem enzimas que agem
modificando a estrutura quimica do antibiotico e dessa forma impedem que se liguem ao alvo,
sdo chamadas de enzimas modificadoras de aminoglicosideos que quando presente sdo

capazes de elevar a CIM em mais de 10x (Durante- Magoni et al, 2009).

Os valores da polimixina B estdo de acordo com a literatura. Eleman (2010) obteve
uma CIM que variou de 16 a 128 ug/mL para isolados de K. pneumoniae produtoras de
carbapenemase. O aumento de cepas resistentes a polimixina é preocupante, essa resisténcia
pode ocorrer através de modificagdes quimicas na estrutura do lipopolissacarideo bacteriano
(Jacobs et al, 2017). A resisténcia pode ainda alterar a carga catidnica da parede celular em
resposta a baixos valores de peptideos atimicrobianos, magnésio, calcio e baixo pH e altas
concentragOes de ferro e zinco. Essas modificagdes reduzem a carga negativa da membrana
externa da bactéria, resultando desta forma na reducdo da afinidade da polimixina para

superficie das células bacterianas (Jeannot et al, 2017; Trimble et al, 2016).



Tabela 4- Concentracéo inibitdria minima e bactericida minima de terpenos e antimicrobianos convencionais sobre cepas de Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella CIM/CBM ( pg/Ml)
pneumoniae Origem
AMI GENT POL TIG LIN CIT EUC Resistente*
ATCC BAA 1705 Urina 640/>1280 64/64 16/16 16/32  512/>512 >1280/>1280  >1280/>1280 AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER; NET;IMP
ATCC 700603 Urina 10/<10 32/32 16/16 16/16  512/>512 >1280/>1280  >1280/>1280 AMC; CFX; CPO; CRO; ERT

LFBM 01 Urina 320/640 64/64 8/16 16/16 512/>512  >1280/>1280  >1280/>1280 AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER; NET;IMP
LFBM 02 Urina 80/640 64/>512 64/>64  64/>64  512/>512  >1280/>1280 >1280/>1280 AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER; NET;IMP
LFBM 03 Aspirado Traqueal ~ 160/1280 64/>512 4/8 16/32 512/>512  >1280/>1280 >1280/>1280 AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; NET
LFBM 04 Urina 320/1280 64/64 4/16 16/32  512/>512  >1280/>1280  >1280/>1280 AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; NET
LFBM 05 Urina 320/320 32/32 64/>64 16/64  512/>512  >1280/>1280  >1280/>1280 AMC; CFX; CPM; CRO; ERT; MER; NET
LFBM 06 Urina 80/1280 16/16 64/>64 16/32  512/>512  >1280/>1280  >1280/>1280 AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; NET
LFBM 07 Sangue 160/1280  512/>512 4/16 16/32 512/>512  >1280/>1280 >1280/>1280 AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; NET
LFBM 08 Aspirado Traqueal <10/<10 256/256 8/8 16/32 512/512  >1280/>1280  >1280/>1280 AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER; IMP
LFBM 09 Urina 80/320 64/512 8/16 16/32  512/>512  >1280/>1280  >1280/>1280 AMC; CFX; CPM; CPO; CRO; ERT; MER; NET

LFBM: Laboratério de Fisiologia e Bioguimica de Microrganismos; CIM: Concentragao inibitéria minima; CBM: Concentragéo bactericida minima; AMI: amicacina; GEN: gentamicina; POL: polimixina B; TIG:
tigeciclina, LIN: linalol; CIT: citral; EUC: eucaliptol; AMC: Amoxicilina+ Acido Clavulanico; CFX: Cefalexina; CPM: Cefepime; CPO: Cefoxitina; CRO: Ceftriaxona; ERT: ertapenem; MER: meropenem; NET:
netilmicina; IMP:imipenem *Determinado pelo teste de Disco difusdo



39

Ensaio de Tabuleiro de xadrez — Checkerboard

Os resultados CIM, CIF individual, CIF index assim como o percentual de reducéo da
CIM do linalol, sulfato de amicacina, sulfato de gentamicina, polimixina B e tigeciclina sobre
as cepas de Klebsiella pneumoniae (LFBM 01, LFBM 02, LFBM 03, LFBM 04, LFBM 05 e
ATCC BAA 1705) sao apresentadas na tabela 5, seguidos dos isobologramas. As cepas foram
selecionadas por apresentarem perfis de resisténcia mais altos aos antimicrobianos quando

comparadas as outras.

Um efeito sinérgico foi observado para todas as associa¢fes do linalol com os
antimicrobianos e isso foi confirmado pelos valores de ICIF que variaram de 0,16 — 0,31 e
reducdes percentuais dos valores da concentracdo inibitéria minima iguais ou superiores a
75%.

As concentragdes sub inibitérias minimas do linalol (256 pg / mL) aumentou a

atividade antimicrobiana de todos os agentes antimicrobianos.

A associacao linalol-tigeciclina apresentou CIF mais baixo, cujos valores variaram de
0,16 a 0,19 sendo considerada a associagcdo mais ativa. A CIM da tigeciclina (CIM individual
de 64 pg / mL) foi reduzida para 2 pg / mL (1/32x CIM). Essa combinacgéo foi mais efetiva
para a cepa LFBM 02 (CIFI= 0,16), cuja tigeciclina reduziu de 64 pg / mL para 2 ug / mL (
1/32 x CIM) e reducdo percentual da CIM de 96,8%. O linalol reduziu de 512 pg / mL para 64
(1/8 x CIM) e reducéo percentual da CIM de 87,5%.

Todos os antimicrobianos foram mais eficientes em reduzir a CIM do linalol quando
em associagdo cuja CIM= 512 pg / mL foi reduzida para 32 ug / mL ou 64 pg / mL, uma
reducdo de 1/16 ou 1/8x CIM.

A associagdo amicacina/linalol foi mais eficaz sobre a cepa de K. pneumonie LFBM
04. Nesta associacdo a CIM da amicacina (CIM=320 pg / mL) foi reduzida para 40 ug/mL
quando combinada com 32 pg / mL do linalol ou seja 1/8 x CIM desse monoterpeno. O efeito
sinérgico da associagdo amicacina /linalol sobre a cepa LFBM 04 foi observado também pelo
baixo valor do CIFI, que foi igual a 0,19 e por uma reducdo da CIM de 87,5 % / 93,75 para

amicacina e linalol respectivamente.

Um sinergismo foi observado com a associa¢do getamicina/linalol cujo ICIF variou
de 0,19 a 0,25. As cepas de K. pneumonie LFBM 01 e LFBM 05 mostraram-se as mais
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sensiveis a esta associacdo, cujo valor da CIM da gentamicina foram reduzidos de 64 ug/mL

para 8 pug/mL e 32 pg/mL para 4 ng / mL respectivamente.

A atividade da polimixina B foi aumentada quando associada ao linalol numa
concentracdo igual a 32ug/ml. As maiores reducdes dos valores da CIM foram observadas
para as cepas LFBM 04 e ATCC BAA 1705 e essas reducdes foram iguais a 1/8 da CIM

inicial da polimixina.

O linalol é um terpeno comumente encontrado em 0Oleos essenciais de diversas plantas
aromaticas e assim como outros terpenos podem aumentar a permeabilidade de algumas
drogas, desempenhando papel importante do ponto de vista farmacoldgico. Essa hipdtese
pode ser sustentada, pois de acordo com Burt 2004 e Vieira, 2018 os fitocompostos agem
sinergicamente entre eles protegendo a planta de patologias fungicas, bacterianas e virais bem

como evitando o ataque de herbivoros.

A associacdo de drogas com o objetivo de obter um efeito sinérgico é essencial na
clinica, pois poderd aumentar a eficacia terapéutica assim como o espectro de agdo dos

antimicrobianos, dessa forma diminuindo o tempo de duragédo da terapia (Khan et al. 2012).

De acordo com Wagner et al, 2009 um fitocomposto associado a um farmaco tem a
capacidade de modificar a atividade metabolica dos microrganismos através da reversdo ou
modulacdo da resisténcia ou através de novos mecanismos de acdo. Esse efeito sinérgico
pode ser obtido quando os antimicrobianos combinados afetam varios alvos, como por
exemplo: enzimas, proteinas, canais i6nicos, DNA/RNA e ribossomos. Devido a sua
lipofilidade os terpenos possuem uma grande afinidade por membranas celulares, permeando
a membrana das bactérias. Os fitocompostos ainda podem interferir com os mecanismos de
resisténcia das bactérias, dessa forma sdo capazes de suprimir completamente 0s mecanismos

de resisténcia.

Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenamase é considerada um patdgeno
causador de diversas infeccbes humanas, em especial infeccbes nosocomiais. S&o
frequentemente isolados no ambiente hospitalar, gerando infecgdes graves principalmente em
pacientes imunocomprometidos, onde o tratamento deve ser rapidamente eficaz (Wentao et al,
2017). Estdo associados a pneumonias, abscessos hepaticos, infec¢Ges do trato urinério e

septicemias (Wang, 2018).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) atraves da Lista Priotiraria de

Patdgenos (2017), as enterobactérias resistentes aos carbapenemicos ocupam o 3°lugar em



41

estado critico de microrganismos patogénicos para 0s quais ha uma urgéncia de novos
farmacos e esquemas terapéuticos. Estando classificados também em estado critico
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa produtoras de carbapenemase em 1° e

2° lugar, respectivamente.

A terapia para o tratamento de infeccOes provocadas por Klebsiella pneumoniae
produtora de carbapenemase é limitada ao uso de polimixinas (B ou E) em associa¢do
tigeciclina ou com aminoglicosideos como amicacina e gentamicina (Anvisa, 2013; Lee et al,
2016). A adminstracdo de uma terapia combinada pode aumentar a atividade do

antimicrobiano e suprimir ou retardar o surgimento da resisténcia (Jacobs et al, 2017).

A monoterapia com essas drogas devem ser evitadas, uma vez que as taxas de
mortalidade para pacientes tratados com monoterapias sdo maiores quando comparados a

pacientes tratados com terapia combinada (Wentao et al, 2017).

A falta de opces terapéuticas, assim como o uso irracional de antibidticos na pratica
clinica, resulta em estadias prolongadas nos hospitais e contribuem dessa forma para altas
taxas de mortalidade (Ye at al, 2018). Infeccbes causadas por K. pneumoniae produtora de

carbapenemase estdo associadas com alta mortalidade (25-75%) (Karaiskos et al, 2017).



Tabela 5: Associacdo entre linalol e antimicrobianos sobre cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de carbapenemase

Klebsiella pneumoniae Associacio Individual CIM CIF CIF Index Interpretagéo Redugéo CIM %
Produtora de carbapenemase CIM (pg/mL) Associacao Individual (CIFI)
(ng/mL)
LIN/ AMI 512/320 64/40 0,125/0,125 0,25 Sinérgica 87,5/87,5
LFBM 01 LIN/GEN 512/64 32/8 0,063/0,125 0,19 Sinérgica 93,75/87,5
LIN/POL B 512/8 32/2 0,063/0,25 0,31 Sinérgica 93,75/75,0
LIN/TIG 512/16 32/2 0,063/0,125 0,19 Sinérgica 93,75/87,5
LIN/ AMI 512/80 64/10 0,125/0,125 0,25 Sinérgica 87,5/87,5
LFBM 02 LIN/GEN 512/64 64/8 0,125/0,125 0,25 Sinérgica 87,5/87,5
LIN/POL B 512/64 64/8 0,125/0,125 0,25 Sinérgica 87,5/87,5
LIN/TIG 512/64 64/2 0,125/0,031 0,16 Sinérgica 87,5/96,8
LIN/ AMI 512/160 32/40 0,063/0,25 0,31 Sinérgica 93,75/75,0
LFBM 03 LIN/GEN 512/64 64/8 0,125/0,125 0,25 Sinérgica 87,5/87,5
LIN/POL B 512/4 64/0,5 0,125/0,125 0,25 Sinérgica 87,5/87,5
LIN/TIG 512/16 32/2 0,063/0,125 0,19 Sinérgica 93,75/87,5
LIN/ AMI 512/320 32/40 0,063/0,125 0,19 Sinérgica 93,75/87,5
LFBM 04 LIN/GEN 512/64 64/8 0,125/0,125 0,25 Sinérgica 87,5/87,5
LIN/POL B 512/4 32/0,5 0,063/0,125 0,19 Sinérgica 93,75/87,5
LIN/TIG 512/16 32/2 0,063/0,125 0,19 Sinérgica 93,75/87,5
LIN/ AMI 512/320 64/40 0,125/0,125 0,25 Sinérgica 87,5/87,5
LFBM 05 LIN/GEN 512/32 32/4 0,063/0,125 0,19 Sinérgica 93,75/87,5
LIN/POL B 512/64 64/8 0,125/0,125 0,25 Sinérgica 87,5/87,5
LIN/TIG 512/16 32/2 0,063/0,125 0,19 Sinérgica 93,75/87,5
LIN/ AMI 512/640 64/80 0,125/0,125 0,25 Sinérgica 87,5/87,5
ATCC BAA 1705 LIN/GEN 512/64 64/8 0,125/0,125 0,25 Sinérgica 87,5/87,5
LIN/POL B 512/16 32/2 0,063/0,125 0,19 Sinérgica 93,75/87,5
LIN/TIG 512/16 32/2 0,063/0,125 0,19 Sinérgica 93,75/87,5

Concentragdo inibitéria fracionada; Redugdo da CIM= (CIMdroga+CIMcombinada)x100/ CIMdroga.
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6 CONCLUSAO

Todas as cepas foram positivas para o teste de Hodge modificado, possuindo o

fenotipo para producdo da carbapenemase.

O teste genotipico para deteccdo do gene bla.. confirmou a producdo em todas as
cepas testes, exceto a cepa LFBM 07 e a ERIC —PCR demonstrou que trés cepas sao clones,

no entanto possuem origem e perfil de resisténcia diferente.

Ao determinar as concentracdes inibitdrias dos terpenos foi observado que o linalol
apresentou a melhor atividade frente as cepas de K.pneumoniae carbapenemase positiva do

que o citral e o eucaliptol. As cepas demonstraram resisténcia aos antimicrobianos testados.

Quando avaliado as associacdes entre o linalol e os antimicrobianos, todas as

interacdes foram consideradas sinérgicas, com CIFI menor que 0,5.

A interagdo com melhores indices de reducdo da CIM foi observada na combinagédo
linalol-tigeciclina.
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