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Resumo: Devido ao crescimento desenfreado da automedicac&o, varios microrganismos vem
desenvolvendo mecanismos de resisténcia com maior frequéncia, desta formatornando o tratamento
cada vez mais dificil, sendo necesséria a pesguisa de novas aternativas terapéuticas mais eficientes.
Diversos produtos naturais tém sido estudados, a exemplo dos 6leos esséncias e dos monoterpenos
gue vem apresentando agdo bastante promissora frente aos microrganismos. Nessa perspectiva, este
trabal ho teve como objetivo avaliar a agéo antibacteriana do fitoconstituinte citral contra as cepas de
K. pneumoniae produtora de ESBL e determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) deste
monoterpeno. Para isso, foi realizada a técnica de microdiluicéo seriada a uma razéo de dois, onde
se reservou a Ultima 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
gue o monoterpeno citral ndo inibiu o crescimento das cepas de K. pneumoniae, assm néo

apresentando atividade antibacteriana contra as mesmas.

PALAVRAS-CHAVE: Klebsiella  pneumoniae, atividade  antimicrobiana, citral.
Introducéo espécie faz parte da microbiota intestinal

Klebsiella pneumoniae € um bacilo normal e sua viruléncia estd associada a
Gram-negativo, membro da familia presenca de uma capsula polissacaridica, onde
Enterobacteriaceae, gque  podem  ser se trata de um sistema de captagéo de ferro,

encontrados em ambientes como solo, agua e
plantas (PODSCHUN; ULLMANN, 1998;
CERQUEIRA et d., 2011). A referente
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fendtipo mucoide e lipopolissacarideo téxico
(PFALLER, 2006). Os locais mais comuns de

infeccdo, s80 Os tratos urinario e respiratorio,
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podendo também  encontrar  diversas
guantidades de bactérias no sangue, ou sga,
bacteremia. As infeccOes causadas por esta
espécie também estdo correlacionadas com
pacientes que se encontra com Seu sistema
imunol 6gico debilitado, assim sendo um fator
favoravel no desenvolvimento de doencas
(PODSCHUN; ULLMANN, 1998;
CERQUEIRA et d., 2011).

O nimero de surtos hospitaares
causados por K. pneumoniae vem
aumentando cada vez mais com a mudancga no
padréo de sensibilidade, e isso se deve a0 uso
indiscriminado dos antimicrobianos de amplo
espectro e monobactamicos, principa mente
cefalosporina de terceira geracdo, onde esse
uso na maioria dos casos se da pea
automedicacdo desenfreada (SCARPATE &
COSSATIS, 2009). Um dos mecanismos de
importancia relevante € a producdo de
betal actamases, onde sdo enzimas capazes de
hidrolisar cefalosporinas de terceira e quarta
geracdo, assm as transformando para sua
forma inativa, destacando-se a producdo de
betalactamases de amplo espectro. (SILVA;
LINCOPAN 2012, GUPTA et d, 2003).

O mecanismo de resisténcia citado
baseiase na producdo de um grupo de
enzimas responsaveis pela hidrélise do anel
betalactamico, recebendo-se a denominacéo
de betalactamases de amplo espectro, por
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conferirem resisténcia a uma ampla variedade
de farmacos (SILVA et al., 2012).

Devido a inefetividade das principais
formas de tratamento contra infeccbes
bacterianas de cepas produtoras de ESBL,
pesquisas tém sido desenvolvidas no intuito
de investigar novos farmacos com acéo
antimicrobiana ou ainda, moléculas que
modulam a atividade de antibioticos, onde se
pode constatar 0 grande potencial dos
produtos naturais como
antibacterianos (COUTINHO et al., 2008;

VERAS et d., 2013).

agentes

Produtos naturais vem demonstrando
uma grande eficiéncia nas infecgdes
bacterianas, onde com isso sO justifica a
grande variedade de drogas oriundas desses
produtos naturais que vem aumentando
devido esses beneficios que os mesmos
apresentam (FERNEBRO, 2011). Nesta
perspectiva, cada vez mais pesquisas vem
sendo desenvolvidas com o0 intuito de
investigar novos farmacos com acéo
antimicrobiana ou anda, se possivd,
moléculas que modulem a atividade de
antibioticos (COUTINHO et a., 2008;
VERAS et d., 2013).

Terpenos séo 0s principais compostos
de dleos essenciais das plantas aromaticas, a
exemplo do citral (geranial e nera), que se

trata de um monoterpeno aciclico e aldeido,
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onde é encontrado em diversas plantas,
possuindo diversas atividades bioldgicas,
dentre elas e em especiad, a agdo
antimicrobiana. Essa agdo antimicrobiana do
citral foi comprovada por Saddiq e Khayyat
(2010) frente as cepas de Saphylococcus
aureus meticilina resistente, Penicillium
italicum e Rhizopus stolonifer, onde
utilizaram o método de difusdo em &gar
(SADDIQ; KHAYYAT, 2010).

Desta forma, pelo monoterpeno citral
ser uma molécula promissora, 0 presente
trabalho teve como objetivo testar a atividade
antimicrobiana do mesmo frente as cepas de
K. pneumoniae produtoras de ESBL, em
busca de aternativas terapéuticas que possam
contribuir para 0 impacto que vem sendo
causado devido o surgimento de cepas
multirresistentes, no atual panorama em que a

salide mundial se encontra.
Metodologia
L ocal de Trabalho

O presente trabalho foi realizado no
laboratério de Microbiologia (J11) no Centro
de Educacdo e Saude / Universidade Federa

de Campina Grande.
Cepas Bacterianas e Substancias

Para a realizacdo do trabalho, seréo
utilizadas cepas bacterianas de K. pneumoniae
ESBL (A-363, A-368, 73, 23, C-46 e LJ-09),

(83) 3322.3222
contato@conbracis.com.br

www.conbracis.com.br

e foram doadas pela farmacéutica Bernadete
Helena Cavalcanti Santos (Laboratdrio de
Microbiologia  Clinica/Departamento  de
Ciéncias Farmacéuticas/Universidade Federal

da Paraiba).
Fitoconstituinte

O fitoconstituinte testado sera o citra
(Sigma Aldrich). Serdo utilizados o Tween 80
e 0 DMSO para auxiliar na solubilizacéo do
monoterpeno citral. Todas as substancias
relatadas foram adquiridas comerciamente e
se encontram no local de pesquisa.

Inoculo

O inoculo foi gjustado de acordo com
a escaa de 0,5 Mc Farland em suspensdo do
microrganismo em solugdo salina 0,85%,
sendo diluido até atingir a concentracdo de
108 UFC mL-1.

Determinagdo da Concentracéo Inibitoria
Minima (CIM)

A determinagdo da CIM dos
fitoconstituintes selecionados foi reaizada
pela técnica da microdiluicdo em Placa de
96 orificios e fundo em “U” para cada uma
das cepas. Atraves da diluicéo seriada a uma
razéo de 2, foram obtidas as concentraces
de 1024 a 1 pg/mL, efetuadas na propria
placa, da coluna 1 até a 11. A dltima coluna
(12) foi reservada para o controle de

crescimento do microrganismo  (caldo
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Mueller Hinton, sem o produto testado). Foi
redizado 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 10pL do
inoculo (bactéria a 0,5 McFarland) em cada
uma das cavidades. O ensaio foi realizado
em triplicata e incubado a 37°C no periodo
de 24 horas para K. pneumoniae. Apés o
tempo de incubagdo adequado, 20 pL
resarzurina a 1% (SIGMA), indicador
colorimétrico de Oxido-reducdo para
bactérias foi adicionado e a leitura
procedida, visuamente, pela auséncia ou
presenca de crescimento do microrganismo
através da observacdo da mudanca da
coloracd da solucdo de azul para
rosa/lvermelho, resultante do crescimento do
microrganismo. Portanto, foi determinada
como CIM, a menor concentragdo do
produto capaz de inibir o crescimento do
microrganismo ensaiado, verificado por uma
nd mudanga da coloragdo do corante
indicador (CLSI, 2005; SARKER; NAHAR,;
KUMARASAMY, 2007; HUSSAIN et a.,
2011).

Resultados e Discussao

Com o0s constantes aumentos de meios
de resisténcia a0 qual as bactéria tém
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apresentado, sendo a maior parte resultante da
automedicacdo desenfreada pelos préprios
pacientes, 0 combate a resisténcia microbiana
acaba sendo uma grande preocupacdo por
parte da Organizagdo Mundia de Saide. Com
issO para 0 desenvolvimento de acgbes de
controle e prevencdo da resisténcia €
necessario que haja uma preocupacdo maior
direcionada as éreas de educagdo, incluindo o
uso racional de antimicrobianos, de pesquisae
de estudos de vigilancia (WOLLHEIM et al.,
2009). Dessa forma os programas de
pesquisas tém realizado descobertas que
viabilizam dternativas terapéuticas
secundérias  contra 0SS mecanismos de
resisténcia desses patdgenos, tentando
solucionar preocupacdes que assolam o atual
panorama da salide mundial.

Segundo um estudo de Santos et al.
(2009), o citrd
antimicrobiana contra cepas de alguns fungos,

apresentou  agdo

como Candida albicans e tropicalis e também
contra agumas bactérias, tanto gram
positivas, como o Staphylococcus aureus,
como também gram negativas, a exemplo da
Pseudomonas aeruginosa e da Escherichia
coli, sendo essa Ultima parte da mesma
familia da Klebsiella pneumoniae estudada no
presente trabal ho.

A tabela 1 ilustra os resultados referentes a
acao antibacteriana do citral contra as cepas
de K. pneumoniae, onde houve crescimento
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da bactéria em todos o0s niveis de
concentragbes  aplicadas, assim  ndo
nenhuma

apresentando concentracdo

inibitéria minima (CIM) do monoterpeno

~

estudado, logo n& ocorrendo agdo

antibacteriana frente as cepas.

Tabela 1. Concentracdo inibitoria
minima (CIM em pg/mL) do citral contra

cepas de K. pneumoniae.
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Conclusao

Através dos experimentos realizados
no presente estudo, notou-se que O
fitoconstituinte citral n&o inibiu o crescimento
das cepas de K. pneumoniae, assm nao
apresentando atividade antibacteriana contra
as mesmas. Portanto, devido a importancia da
contribuicdo dos Oleos essenciais e sua
atividade antimicrobiana comprovada em
alguns micro-organismos, se faz necessario
mai's estudos pela busca de novas aternativas

para o combate de bactérias multirresistente.
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