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RESUMO

Introducgéo: Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram negativo
membro da familia Enterobacteriaceae, em que seus principais
sitios de infeccao se encontram no trato respiratério e
urinario. Devido ao crescimento desenfreado da
automedicagao, varios microrganismos vem desenvolvendo
mecanismos de resisténcia com maior frequéncia, desta
forma tornando o tratamento cada vez dificil, sendo
necessaria a pesquisa de novas alternativas terapéuticas
mais eficientes. Diversos produtos naturais tém sido
estudados, a exemplo dos Oleos esséncias e dos
monoterpenos que vem apresentando agao bastante
promissora frente aos microrganismos. Objetivo: Nessa
perspectiva, este trabalho teve como objetivo avaliar a agéo
antibacteriana dos fitoconstituintes citral, citronelal e citronelol
contra as cepas de K. pneumoniae produtora de
betalactamase de amplo espectro (ESBL) e determinar a
concentragao inibitéria minima (CIM) destes monoterpenos.
Materiais e Métodos: Foi realizada a técnica de microdiluicao
seriada a uma razédo de dois, nas concentragdes de 2048,
1024, 512, 256, 128, 64 a 32 pg/ mL , utilizando como meio
de cultura o caldo Mueller Hinton, reservando a ultima coluna
para o controle do crescimento microbiano, testando também
a esterilidade do meio de cultura. Os experimentos foram
realizados em triplicata e incubados na estufa a uma
temperatura de 37 CU £ 2 CU, por um periodo de 24 horas,
tendo como avaliagdo dos ensaios o método visual.
Resultados: Através dos experimentos realizados, notou-
se que os fitoconstituintes citral, citronelal e citronelol ndo
inibiram o crescimento das cepas de K. pneumonia nas
condigbes e concentragdes testadas. Conclusdo: Os
monoterpenos ndo apresentaram atividade antibacteriana
contras cepas testadas.

DESCRITORES
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ABSTRACT

Introduction: Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative
bacillus of the Enterobacteriaceae family which may infect
primarily the respiratory and urinary tracts. Due to the
uncontrolled growth of self-medication, various
microorganisms have been developing resistance
mechanisms with a greater frequency, thus making infections
increasingly difficult to treat. Further research is then required
to develop new, more effective treatment options. Several
natural products have been studied, such as essential oils
and monoterpenes, which have shown promising activity
against selected microorganisms. Objective: This study aimed
to evaluate the antibacterial activity of the phytochemicals
citral, citronellal and citronellol against K. pneumoniae strains
producing extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), and
to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of
these monoterpenes. Material and Methods: A serial
microdilution technique was performed to test the samples at
concentrations of 2048, 1024, 512, 256, 128, 64 and 32 ig/
mL. Mueller Hinton broth was employed as the culture medium,
and the last column was used for the control of microbial
growth and medium sterility. The experiments were carried
out in triplicate and incubated at 37 CU + 2 CU for 24 hours,
followed by visual reading. Results: The phytochemicals
citral, citronellal and citronellol did not inhibit the growth of K.
pneumonia strains under the conditions and concentrations
tested. Conclusion: The monoterpenes presented herein
showed no antibacterial activity against the tested strains.
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ebsiella pneumoniae é um bacilo Gram-
negativo, membro da familia
nterobacteriaceae, que podem ser
encontrados em ambientes como solo, agua e
plantas 2. A referente espécie faz parte da
microbiota intestinal normal e sua viruléncia esta
associada a presenga de uma capsula
polissacaridica, onde se trata de um sistema de
captacdo de ferro, fenétipo mucoide e lipo-
polissacarideo toxico®. Os locais mais comuns de
infeccdo, sdo os tratos urinario e respiratorio,
podendo também encontrar diversas quantidades
de bactérias no sangue, ou seja, bacteremia. As
infecgbes causadas por esta espécie também estao
correlacionadas com pacientes que se encontra
com seu sistema imunoldgico debilitado, assim
sendo um fator favoravel no desenvolvimento de
doencas'?.

O numero de surtos hospitalares causados
por K. pneumoniae vem aumentando com a mudanga
no padrao de sensibilidade bacteriano sendo este
influenciado pelo uso erréneo de antimicrobianos
de amplo espectro e monobactamicos, princi-
palmente cefalosporina de terceira geragao* Um dos
mecanismos de importancia relevante € a produgéo
de betalactamases, as quais sdo enzimas capazes
de hidrolisar cefalosporinas de terceira e quarta
geracao, assim as transformando para sua forma
inativa, destacando-se a produgdo de betala-
ctamases de amplo espectro®S.

Produtos naturais vem demonstrando uma
grande eficiéncia no combate a infecgbes
bacterianas, onde com isso s6 justifica a grande
variedade de drogas oriundas desses produtos
naturais que vem aumentando devido esses
beneficios que os mesmos apresentam’. Nesta
perspectiva, cada vez mais pesquisas vem sendo
desenvolvidas com o intuito de investigar novos
farmacos com agéo antimicrobiana ou ainda, se
possivel, moléculas que modulem a atividade de
antibioticos®®.

Desta forma, pelos monoterpenos citral,
citronelal e citronelol serem moléculas promissoras,
se faz necessario testar a atividade antimicrobiana
dos mesmos frente as cepas de K. pneumoniae
produtoras de ESBL, em busca de alternativas
terapéuticas que diante do surgimento de cepas
multirresistentes.

Terpenos sao os principais compostos de
Oleos essenciais das plantas aromaticas, a exemplo
do citral (geranial e neral), que se trata de um

monoterpeno aciclico e aldeido, onde € encontrado
em diversas plantas, como Cymbopogon
citratus (Capim —lim&o), possuindo varias atividades
biolégicas, dentre elas e em especial, a agao
antimicrobiana. Essa agao antimicrobiana do citral
foi comprovada'® frente as cepas de Staphylococcus
aureus meticilina resistente, Penicillium italicum e
Rhizopus stolonifer, onde utilizaram o método de
difusdo em agar.

O citronelal pertence ao grupo dos alcoois
monoterpenoides, sendo ele o principal componente
nas misturas de compostos quimicos terpenoides,
assim proporcionando ao 6leo de citronela um aroma
bem acentuado de limao'. Além disso encontra-se
como uma das substancias majoritarias de 6leos
essenciais de plantas aromaticas'?, como as do
Género Cymbopogon'®'* e Eucalyptus™™. O
citronelal vem revelando ter diversas atividades, onde
favorece a sua utilizagao na industria, dentre elas,
podemos exemplificar agdo antimicrobiana1®,
alelopatica'™ 5, antioxidante''8, herbicida' e
atividade inseticida e repelente’®.

O citronelol apresenta-se como um dos
componentes do 6leo essencial de algumas plantas
medicinais bastante utilizadas na medicina popular,
como o Cymbopogon citratus e a Lippia alba. Ja
foram registrados e comprovado dentre seus efeitos
farmacoldgicos que o citronelol apresenta atividades
antibacteriana, antifungica, antiespasmadico, além
de acdes anticonvulsivantes?.

A partir destas premissas tem-se como
objetivo determinar a concentragao inibitéria minima
(CIM) dos fitoconstituintes, afim de averiguar a agcao
destes frente a cepas bacterianas multirresistentes,
uma vez que estes monoterpenos ndo apresentam
semelhancga estrutural aos medicamentos a qual a
resisténcia € encontrada.

MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa foi realizada no laboratério de
Microbiologia (J11) no Centro de Educacgao e Saude
/ Universidade Federal de Campina Grande.

As cepas utilizadas de K. pneumoniae
ESBL foram: A-363, A-368, 73, 23, C-46 e LJ-09,
sendo estas de origem clinica isoladas de urina e
secregdes orofaringe. Os meios de culturas
utilizados foram caldo Brain Heart Infusion e o solido
Muller Hinton.

Os fitoconstituintes testados foram o citral,
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citronelal e o citronelol (Sigma Aldrich). Para o seu
preparo utilizou-se o Tween 80, assim auxiliando
na solubilizagdo dos monoterpenos (citral, citronelal
e citronelol) para diluir em agua. Todas as
substancias relatadas foram adquiridas
comercialmente pela Sigma Aldrich.

O inoculo foi ajustado utilizando o método
visual de acordo com a escala de 0,5 Mc Farland
em suspensao do microrganismo em solugéo
salina 0,85%, sendo diluido até atingir a
concentragdo de 108 UFC mL".

A determinacao da CIM dos fitocons-
tituintes selecionados foi realizada pela técnica da
microdiluicdo em Placa de 96 orificios e fundo em
“U” para cada uma das cepas. Através da diluicdo
seriada a uma razao de 2, foram obtidas as
concentragdes de 1024 a 1 ig/mL, efetuadas na
prépria placa, da coluna 1 até a 11. A dltima coluna
(12) foi reservada para o controle de crescimento
do microrganismo (caldo Brain Heart Infusion, sem
o produto testado). Foi realizado o controle para
observar a viabilidade da cepa (caldo e cepa) e
controle de esterilidade (caldo), além da toxicidade
do veiculo?-%,

Em seguida, foi adicionado 10iL do inoculo
(bactéria a 0,5 McFarland) em cada um dos pogos.
Esse ensaio foi realizado em triplicata, e em seguida
as placas foram incubadas a 37°C no periodo de
24 horas para K. pneumoniae. Apos o tempo de
incubagao adequado, usou-se 20 L resarzurina a
1% (SIGMA, Cidade, Pais), que se trata de um
indicador colorimétrico de oxido-redugéo para
bactérias, onde é adicionado e a leitura foi procedida
visualmente, pela auséncia ou presenca de
crescimento do microrganismo através da
observag¢ao da mudancga da coloragéo da solugéo
de azul para rosa/vermelho. Portanto, sera
determinada como CIM, a menor concentragdo do
produto capaz de inibir o crescimento do
microrganismo ensaiado, verificado por uma n&o
mudanca da coloragéo do corante indicador 2'-23,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os constantes aumentos de meios de
resisténcia ao qual as bactérias tém apresentado,
sendo a maior parte resultante da automedicagéo
desenfreada pelos proprios pacientes, o combate
a resisténcia microbiana acaba sendo uma grande

preocupacgao por parte da Organizagdo Mundial de
Saude. Com isso, para o desenvolvimento de agbes
de controle e prevencgao da resisténcia € necessario
que haja uma preocupagao maior direcionada as
areas de educagao, incluindo o uso racional de
antimicrobianos, de pesquisa e de estudos de
vigilancia?*. Dessa forma, os programas de
pesquisas tém realizado descobertas que viabilizam
alternativas terapéuticas secundarias, sendo o citral
uma destas, ja que apresentou agao antimicrobiana
contra cepas de alguns fungos, como Candida
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 ultima parte da
mesma familia da Klebsiella pneumoniae estudada
no presente trabalho?.

ATabela 1 ilustra os resultados referentes
a acao antibacteriana do citral contra as cepas de
K. pneumoniae, onde houve crescimento da
bactéria em todos os niveis de concentragbes
aplicadas, assim nao apresentando nenhuma
concentragao inibitéria minima (CIM) do
monoterpeno estudado.

Testes sobre a atividade antimicrobiana do
eucalipto citriodora (Eucalyptus cytriodora), foram
realizados, a qual apresentam em grande parte de
sua composicao o fitoconstituinte citronelal, contra
algumas bactérias e constatou atividade deste 6leo
essencial frente as cepas de E. coli e
Staphylococcus spp?. Ja em outro estudo ao qual
foi realizado experimentos com o capim citronela
(Cymbopogon nardus L.), que contém em sua
composicao, dentre outros fitoconstituintes, o
citronelal, contra o fungo Fusarium subglutinans
obteve-se um resultado de 100% de inibigdo do
crescimento micelial, demonstrando assim uma alta
atividade fungicida, no entanto, esse efeito pode
estar relacionado ao sinergismo que ocorre devido
ainteracao dos varios compostos presentes no 6leo
essencial, podendo potencializar seu efeito.

Ambos os estudos fortaleciam a ideia de
uma possivel atividade antimicrobiana do citronelal
contra microrganismos patogénicos, o que nao se
da as cepas de K. pneumoniae relatadas no
presente artigo, pois, como expresso na Tabela 2,
os resultados da CIM do citronelal foram
semelhantes de quando testado o fitoconstituinte
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Tabela 1. Concentracao Inibitéria Minima (CIM em pg/ml) do citral contra cepas de K. pneumoniae.

pneumoniae

K. K. K.
pneumoniae  pneumoniae
A-363 A-368 73
2048 + + +
ua/ml
1024 + + +
ua/ml
512 + + +
ua/ml
256 + + +
ua/ml
128 + + +
ua/ml
64 + + +
ua/ml
32 + + +
ua/ml

K. K. K.
pneumoniae  pneumoniae pneumoniae

23 C-46 LJ-09

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

Tabela 2. Concentracao Inibitéria Minima (CIM em pg/ml) do citronelal contra cepas de K. pneumoniae.

K. K. K.
pneumoniae  pneumoniae
A-363 A-368 73
2048 + + +
ug/ml
1024 + + +
ua/ml
512 + + +
Hg/ml
256 + + +
Mg/ml
128 + + +
Hg/ml
64 + + +
Hg/ml
32 + + +
Mg/ml

pneumoniae

K. K. K.
pneumoniae  pneumoniae pneumoniae

23 C-46 LJ-09

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

citral, ndo apresentando também atividade inibitoria
frente as cepas estudadas, em nenhuma das
concentragdes aplicadas.

O efeito antimicrobiano do 6leo essencial
de citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt), que
apresenta tanto o citronelal como o citronelol em
sua composicao, os resultados mostraram uma
sensibilidade dos microrganismos E. coli e P.
aeroginosa frente a sua atividade'”. Além disso, este
mesmo O6leo essencial foi foco de estudos e
mostrou-se possuir atividade antimicrobiana efetiva

contra cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris, Shigella flexneri e Bacillus cereus?.

No entanto, ao ser testado o fitoconstituinte
citronelol neste estudo, observou-se 0 mesmo
resultado dos outros monoterpenos estudados aqui,
demonstrando ineficiéncia quanto sua atividade
antimicrobiana frente a cepas de K. pneumoniae,
como expressado na tabela 3.

Houve relatos sobre um maior efeito
inibitério dos dleos essenciais para bactérias Gram-
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Tabela 3. Concentracao Inibitéria Minima (CIM em pg/ml) do citronelol contra cepas de K. pneumoniae

K. K. K.
pneumoniae = pneumoniae = pneumoniae

A-363 A-368 73

2048 + + +
ua/ml

1024 + + +
ua/ml

512 + + +
ua/ml

256 + + +
ua/ml

128 + + +
ua/ml

64 + + +
ua/ml

32 + + +
ua/ml

K. K. K.
pneumoniae  pneumoniae pneumoniae

23 C-46 LJ-09

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

positivas em relagdo as Gram-negativas'®. Esse
mecanismo de resisténcia de bactérias Gram-nega-
tivas é explicado por sua riqueza de polissacarideos
na membrana externa, inibindo a penetragao das
substancias antimicrobianas?.

Estudos relatam maior eficiéncia antimi-
crobiana de aldeidos, como o citral e citronelal,
quando comparados a alcoois, como o citronelol?®.
No entanto, o sinergismo, que é o aumento da ativi-
dade de compostos quando aplicados em conjunto,
se mostra como uma alternativa para potencializar
a acao antimicrobiana destas substancias, além
de ser também uma forma de produzir um novo tipo
de resisténcia medicamentosa, podendo ser viavel
e mais eficaz no combate a microrganismos3°*.
Dessa forma, os 6leos essenciais quando utilizados
em associagéo, apresentam um maior efeito frente
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