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Resumo: Devido ao crescimento desenfreado da automedicação, vários microrganismos vem

desenvolvendo mecanismos de resistência com maior frequência, desta forma tornando o tratamento

cada vez mais difícil, sendo necessária a pesquisa de novas alternativas terapêuticas mais eficientes.

Diversos produtos naturais têm sido estudados, a exemplo dos óleos essências e dos monoterpenos

que vem apresentando ação bastante promissora frente aos microrganismos. Nessa perspectiva, este

trabalho teve como objetivo avaliar a ação antibacteriana do fitoconstituinte citral contra as cepas de

K. pneumoniae produtora de ESBL e determinar a concentração inibitória mínima (CIM) deste

monoterpeno. Para isso, foi realizada a técnica de microdiluição seriada a uma razão de dois, onde

se reservou a última coluna para o controle do crescimento microbiano, testando assim também a

viabilidade do meio de cultura utilizado. No entanto, através dos experimentos realizados, notou-se

que o monoterpeno citral não inibiu o crescimento das cepas de K. pneumoniae, assim não

apresentando atividade antibacteriana contra as mesmas.
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Introdução

Klebsiella pneumoniae é um bacilo

Gram-negativo, membro da família

Enterobacteriaceae, que podem ser

encontrados em ambientes como solo, água e

plantas (PODSCHUN; ULLMANN, 1998;

CERQUEIRA et al., 2011). A referente

espécie faz parte da microbiota intestinal

normal e sua virulência está associada à

presença de uma cápsula polissacarídica, onde

se trata de um sistema de captação de ferro,

fenótipo mucoide e lipopolissacarídeo tóxico

(PFALLER, 2006). Os locais mais comuns de

infecção, são os tratos urinário e respiratório,
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podendo também encontrar diversas

quantidades de bactérias no sangue, ou seja,

bacteremia. As infecções causadas por esta

espécie também estão correlacionadas com

pacientes que se encontra com seu sistema

imunológico debilitado, assim sendo um fator

favorável no desenvolvimento de doenças

(PODSCHUN; ULLMANN, 1998;

CERQUEIRA et al., 2011).

O número de surtos hospitalares

causados por K. pneumoniae vem

aumentando cada vez mais com a mudança no

padrão de sensibilidade, e isso se deve ao uso

indiscriminado dos antimicrobianos de amplo

espectro e monobactâmicos, principalmente

cefalosporina de terceira geração, onde esse

uso na maioria dos casos se dá pela

automedicação desenfreada (SCARPATE &

COSSATIS, 2009). Um dos mecanismos de

importância relevante é a produção de

betalactamases, onde são enzimas capazes de

hidrolisar cefalosporinas de terceira e quarta

geração, assim as transformando para sua

forma inativa, destacando-se a produção de

betalactamases de amplo espectro. (SILVA;

LINCOPAN 2012, GUPTA et al, 2003).

O mecanismo de resistência citado

baseia-se na produção de um grupo de

enzimas responsáveis pela hidrólise do anel

betalactâmico, recebendo-se a denominação

de betalactamases de amplo espectro, por

conferirem resistência a uma ampla variedade

de fármacos (SILVA et al., 2012).

Devido à inefetividade das principais

formas de tratamento contra infecções

bacterianas de cepas produtoras de ESBL,

pesquisas têm sido desenvolvidas no intuito

de investigar novos fármacos com ação

antimicrobiana ou ainda, moléculas que

modulam a atividade de antibióticos, onde se

pode constatar o grande potencial dos

produtos naturais como agentes

antibacterianos (COUTINHO et al., 2008;

VERAS et al., 2013).

Produtos naturais vem demonstrando

uma grande eficiência nas infecções

bacterianas, onde com isso só justifica a

grande variedade de drogas oriundas desses

produtos naturais que vem aumentando

devido esses benefícios que os mesmos

apresentam (FERNEBRO, 2011). Nesta

perspectiva, cada vez mais pesquisas vem

sendo desenvolvidas com o intuito de

investigar novos fármacos com ação

antimicrobiana ou ainda, se possível,

moléculas que modulem a atividade de

antibióticos (COUTINHO et al., 2008;

VERAS et al., 2013).

Terpenos são os principais compostos

de óleos essenciais das plantas aromáticas, a

exemplo do citral (geranial e neral), que se

trata de um monoterpeno acíclico e aldeído,
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onde é encontrado em diversas plantas,

possuindo diversas atividades biológicas,

dentre elas e em especial, a ação

antimicrobiana. Essa ação antimicrobiana do

citral foi comprovada por Saddiq e Khayyat

(2010) frente às cepas de Staphylococcus

aureus meticilina resistente, Penicillium

italicum e Rhizopus stolonifer, onde

utilizaram o método de difusão em ágar

(SADDIQ; KHAYYAT, 2010).

Desta forma, pelo monoterpeno citral

ser uma molécula promissora, o presente

trabalho teve como objetivo testar a atividade

antimicrobiana do mesmo frente às cepas de

K. pneumoniae produtoras de ESBL, em

busca de alternativas terapêuticas que possam

contribuir para o impacto que vem sendo

causado devido o surgimento de cepas

multirresistentes, no atual panorama em que a

saúde mundial se encontra.

Metodologia

Local de Trabalho

O presente trabalho foi realizado no

laboratório de Microbiologia (J11) no Centro

de Educação e Saúde / Universidade Federal

de Campina Grande.

Cepas Bacterianas e Substâncias

Para a realização do trabalho, serão

utilizadas cepas bacterianas de K. pneumoniae

ESBL (A-363, A-368, 73, 23, C-46 e LJ-09),

e foram doadas pela farmacêutica Bernadete

Helena Cavalcanti Santos (Laboratório de

Microbiologia Clínica/Departamento de

Ciências Farmacêuticas/Universidade Federal

da Paraíba).

Fitoconstituinte

O fitoconstituinte testado será o citral

(Sigma Aldrich). Serão utilizados o Tween 80

e o DMSO para auxiliar na solubilização do

monoterpeno citral. Todas as substâncias

relatadas foram adquiridas comercialmente e

se encontram no local de pesquisa.

Inoculo

O inoculo foi ajustado de acordo com

a escala de 0,5 Mc Farland em suspensão do

microrganismo em solução salina 0,85%,

sendo diluído até atingir a concentração de

108 UFC mL-1.

Determinação da Concentração Inibitória

Mínima (CIM)

A determinação da CIM dos

fitoconstituintes selecionados foi realizada

pela técnica da microdiluição em Placa de

96 orifícios e fundo em “U” para cada uma

das cepas. Através da diluição seriada a uma

razão de 2, foram obtidas as concentrações

de 1024 a 1 μg/mL, efetuadas na própria

placa, da coluna 1 até a 11. A última coluna

(12) foi reservada para o controle de

crescimento do microrganismo (caldo
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Mueller Hinton, sem o produto testado). Foi

realizado o controle para observar a

viabilidade da cepa (caldo e cepa) e controle

de esterilidade (caldo) (CLSI, 2005;

SARKER; NAHAR; KUMARASAMY,

2007; HUSSAIN et al., 2011).

Em seguida, foi adicionado 10μL do

inoculo (bactéria a 0,5 McFarland) em cada

uma das cavidades. O ensaio foi realizado

em triplicata e incubado a 37ºC no período

de 24 horas para K. pneumoniae. Após o

tempo de incubação adequado, 20 μL

resarzurina a 1% (SIGMA), indicador

colorimétrico de óxido-redução para

bactérias foi adicionado e a leitura

procedida, visualmente, pela ausência ou

presença de crescimento do microrganismo

através da observação da mudança da

coloração da solução de azul para

rosa/vermelho, resultante do crescimento do

microrganismo. Portanto, foi determinada

como CIM, a menor concentração do

produto capaz de inibir o crescimento do

microrganismo ensaiado, verificado por uma

não mudança da coloração do corante

indicador (CLSI, 2005; SARKER; NAHAR;

KUMARASAMY, 2007; HUSSAIN et al.,

2011).

Resultados e Discussão

Com os constantes aumentos de meios

de resistência ao qual as bactéria têm

apresentado, sendo a maior parte resultante da

automedicação desenfreada pelos próprios

pacientes, o combate à resistência microbiana

acaba sendo uma grande preocupação por

parte da Organização Mundial de Saúde. Com

isso para o desenvolvimento de ações de

controle e prevenção da resistência é

necessário que haja uma preocupação maior

direcionada às áreas de educação, incluindo o

uso racional de antimicrobianos, de pesquisa e

de estudos de vigilância (WOLLHEIM et al.,

2009). Dessa forma os programas de

pesquisas têm realizado descobertas que

viabilizam alternativas terapêuticas

secundárias contra os mecanismos de

resistência desses patógenos, tentando

solucionar preocupações que assolam o atual

panorama da saúde mundial.

Segundo um estudo de Santos et al.

(2009), o citral apresentou ação

antimicrobiana contra cepas de alguns fungos,

como Cândida albicans e tropicalis e também

contra algumas bactérias, tanto gram

positivas, como o Staphylococcus aureus,

como também gram negativas, a exemplo da

Pseudomonas aeruginosa e da Escherichia

coli, sendo essa última parte da mesma

família da Klebsiella pneumoniae estudada no

presente trabalho.

A tabela 1 ilustra os resultados referentes à

ação antibacteriana do citral contra as cepas

de K. pneumoniae, onde houve crescimento
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da bactéria em todos os níveis de

concentrações aplicadas, assim não

apresentando nenhuma concentração

inibitória mínima (CIM) do monoterpeno

estudado, logo não ocorrendo ação

antibacteriana frente as cepas.

Tabela 1. Concentração inibitória

mínima (CIM em μg/mL) do citral contra

cepas de K. pneumoniae.

Conclusão

Através dos experimentos realizados

no presente estudo, notou-se que o

fitoconstituinte citral não inibiu o crescimento

das cepas de K. pneumoniae, assim não

apresentando atividade antibacteriana contra

as mesmas. Portanto, devido à importância da

contribuição dos óleos essenciais e sua

atividade antimicrobiana comprovada em

alguns micro-organismos, se faz necessário

mais estudos pela busca de novas alternativas

para o combate de bactérias multirresistente.
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