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(Jamile) 



RESUMO 

 

A Klebsiella pneumoniae trata-se de um bacilo gram-negativo membro da família 
Enterobacteriaceae, em que apresentam como seus principais sítios de ação o trato respiratório 
e urinário. Diante do crescimento desenfreado da automedicação, vários microrganismos tem 
desenvolvido mecanismos de resistência com maior frequência, desta forma torna o 
tratamento cada vez mais difícil, sendo necessária a pesquisa por novas alternativas 
terapêuticas mais eficientes. Diversos produtos naturais vem sendo estudados, a exemplo dos 
óleos essenciais e dos monoterpenos que tem apresentado ação bastante promissora frente a 
um grande número de microrganismos. Nessa perspectiva, este trabalho teve como objetivo 
investigar a atividade antimicrobiana do citral contra as cepas de K. pneumoniae produtoras 
de betalactamases de espectro estendido (ESBL) e determinar a concentração inibitória 
mínima (CIM) deste monoterpeno. Para isso, foi realizada a técnica de microdiluição seriada a 
uma razão de dois, partindo-se de uma concentração de 2040 µg/mL, e utilizou como meio de 
cultura o caldo Brain Heart Infusion, sendo reservada a última coluna para o controle do 
crescimento microbiano, onde testou -se também a viabilidade do meio de cultura. Os 
experimentos foram preparados em triplicata e em seguida incubados na estufa a uma 
temperatura de 37 C˚ ± 2 C˚, por um período de 24 horas, onde a avaliação dos ensaios foi 
realizada, por meio do método visual, utilizando a resarzurina como indicador colorimétrico 
do crescimento. No entanto, através dos experimentos realizados, notou-se que o 
monoterpeno citral não inibiu o crescimento das cepas de K. pneumoniae nas condições e 
concentrações testadas. Dessa forma, observou-se que a partir dos estudos realizados o 
fitoconstituinte não apresentou atividade antibacteriana contra as cepas testadas. 
 
Palavras-chaves: Klebsiella pneumoniae, atividade antimicrobiana, citral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Klebsiella pneumoniae is a gram-negative bacillus member of the family Enterobacteriaceae, 
in which the main sites of action are the respiratory and urinary tract. In the face of the 
unbridled growth of self-medication, several microrganisms have developed mechanisms of 
resistance with greater frequency, in this way to make the treatment increasingly difficult, 
being necessary the research for new therapeutic alternatives more efficient. Several natural 
products have been studied, such as essential oils and monoterpenes, which have shown a 
very promising action against a large number of microrganisms.In this perspective, the 
objective of this work was to investigate the antimicrobial activity of citral against ESBL-
producing strains of K. pneumoniae and to determine the minimum inhibitory concentration 
(MIC) of this monoterpene. For this purpose, the serial microdilution technique was 
performed at a ratio of two, starting at a concentration of 2040 μg / mL, and used the Brain 
Heart Infusion broth as the culture medium, with the last column being reserved for growth 
control microbial, where it also tested the viability of the culture medium. The experiments 
were prepared in triplicate and then incubated in the oven at a temperature of 37 C˚ ± 2 C˚ for 
a period of 24 hours where the evaluation of the assays was performed using the visual 
method using resarzurin as an indicator colorimetric method of growth. However, through the 
experiments performed, it was noted that citral monoterpene did not inhibit the growth of K. 

pneumoniae strains under the conditions and concentrations tested. Thus, it was observed that 
from the studies performed the phyto-constituent did not present antibacterial activity against 
the strains tested. 
 
Key words: Klebsiella pneumoniae, antimicrobian activity, citral. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

Klebsiella pneumoniae é um bacilo gram-negativo, membro da família 

Enterobacteriaceae, que pode ser encontrado em ambientes como solo, água, e plantas 

(PODSCHUN; ULLMANN, 1998; CERQUEIRA et al., 2011). A referente espécie faz parte 

da microbiota intestinal humana e sua virulência está associada à presença de uma cápsula 

polissacarídica, composta por um sistema de captação de ferro, fenótipo mucoide e 

lipopolissacarídeo tóxico quando em outros sítios (TG, pulmão, corrente sanguínea, entre 

outros) (PFALLER, 2006). 

O número de surtos hospitalares causados por K. pneumoniae tem aumentado cada vez 

mais com a mudança no padrão de sensibilidade, onde deve-se ao uso indiscriminado dos 

antimicrobianos de amplo espectro e monobactâmicos, principalmente a cefalosporinas de 

terceira geração, que na maioria dos casos se dá pela automedicação desenfreada 

(SCARPATE; COSSATIS, 2009).  

Um dos mecanismos de importância relevante é a produção de betalactamases, que são 

enzimas capazes de hidrolisar cefalosporinas de terceira e quarta geração, assim 

transformando esses fármacos para sua forma inativa, destacando-se a produção de 

betalactamases de amplo espectro (GUPTA et al., 2003; SILVA; LINCOPAN, 2012). 

As doenças mais frequentes e associadas as ESBLs são as infecções urinárias, 

pneumonias, septicemias, bacteremias e meningites, entre outras inúmeras infecções 

(BOCCIA et al., 2001; ZAR; COTTON, 2002). Diante da quantidade de espécies produtoras 

de ESBLs, tem - se como os principais grupos, a Escherichia coli, K. pneumoniae, Proteus sp, 

Providencia sp e Enterobacter sp (FREITAS et al., 2003; VALVERDE et al., 2004). 

Diante dessas informações, produtos naturais tem demonstrado uma grande eficiência 

nas infecções bacterianas, aonde só justifica a grande variedade de drogas oriundas desses 

vegetais, que têm aumentado devido aos benefícios apresentados frente a doenças 

(FENEBRO, 2011). Nesta perspectiva, cada vez mais pesquisas estão 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). 

Dessa forma, os terpenos presentes na composição dos óleos essenciais, apresentam 

diversas aplicações, sendo por sua vez empregados na indústria, para produção de perfumes e 

cosméticos, além de apresentar diversas propriedades farmacológicas (EDRIS, 2007).  
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 Terpenos são os principais compostos de óleos essenciais das plantas aromáticas, a 

exemplo do citral (geranial e neral), que trata-se de um monoterpeno acíclico e aldeído, 

encontrado em diversas plantas, manifestando diversas atividades biológicas, dentre elas e em 

especial, a ação antimicrobiana (SADDIQ; KHAYYAT, 2010). 

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. Desta forma, o monoterpeno citral é 

uma molécula promissora para a pesquisa de atividade bacteriostática e bactericida frente às 

cepas de K. pneumoniae produtoras de ESBL. 
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2.  OBJETIVOS 

  

 2.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar a atividade antibacteriana do monoterpeno citral frente as cepas de Klebsiella 

pneumoniae produtoras de ESBL. 

 

 2.2 Objetivos específicos 

 

 Investigar a atividade antimicrobiana do citral contra diferentes cepas de Klebsiella 

pneumoniae produtoras de ESBL; 

 

 Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) do citral. 
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3.  REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 3.1 Klebsiella pneumoniae 

 

K. pneumoniae faz parte da família Enterobacteriaceae, onde são encontradas em 

quase todos os habitats naturais como água, solo, plantas e esgotos. Apresentam, até o 

momento cinco variedades de espécies, K. pneumoniae, K. oxytoca, K. planticola, K. 

terrígena e K. ornithinolytica. Em relação ao gênero K. pneumoniae, trata-se de uma bactéria 

contendo bacilos gram-negativos, não móveis e geralmente encapsuladas (figura 1) 

(MOREIRA; FREIRE, 2014). A referente espécie apresenta bastonete gram-negativo aeróbico 

facultativo, porém desenvolvem-se melhor em condições aeróbicas, sem esporos e com 

tamanho que varia de 0,3 a 1µ de diâmetro e 0,6 a 6µ de comprimento, não apresenta flagelos 

e suas colônias são grandes e com formato gomoso quando semeadas em placas com 

nutrientes necessários (UMED, 2002; MARTÍNEZ et al., 2004). 

 

Figura 1: Estrutura da Klebsiella pneumoniae. 

 
Fonte: https://classconnection.s3.amazonaws.com. 

 

 Quando a K. pneumoniae encontra-se cultivada no ágar MacConkey, apresenta 

colônias de cor rósea, brilhante, de aparência mucoide e tamanho elevado (figura 2). Esse 

aspecto elevado, corresponde a presença da cápsula polissacarídica (Antígeno K) que têm 

como função proteger o microrganismo de processos como fagocitoses por granulócitos, 

contra agente bactericidas, além de contribuir na adesão as células (UMED, 2002; 

MARTÍNEZ et al., 2004).  
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Figura 2: K. pneumoniae cultivada no meio ágar MacConkey. 

                                                          

   Fonte: https://upload.commons/9/9e/Klebsiella_pneumoniae. 

 

 Além disso, a K. pneumoniae apresenta como provas bioquímicas: reação de oxidase 

negativa, glicose em fermentação, redução na presença de nitrato, lisina positiva, ornitina 

negativa, transformações química da lactose, tríplice açúcar ferro (TSI) positivo com presença 

de gás, citrato e indol negativos, uso de citrato como fonte de gás carbônico, além da quebra 

da uréia, com presença ou ausência de gás, onde essas provas permitem a melhor 

identificação da espécie (KONEMAN; ALLEN; JANDA, 2001).  

 Normalmente as infecções em seres humanos por essa bactéria ocorrem devido o 

contato com as diferentes fontes de ambientes, dessa forma podem ser encontradas 

colonizando a orofaringe e as fezes de pessoas sadias (MOREIRA; FREIRE, 2014).  

 Entretanto, os locais mais comuns de infecção, são os tratos urinários e respiratório, 

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 

encontram com seu sistema imunológico debilitado, assim sendo um fator favorável no 

desenvolvimento de doenças (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; CERQUEIRA et al., 2011).   

 

 3.1.1 Tratamento utilizado para K. pneumoniae 
 

 A literatura mostra que os principais procedimentos para a terapêutica frente a evitar 

ou eliminar a K. pneumoniae, além de seus mecanismos de resistência, estão identificadas, 

como: Executar a sanitização, a desinfecção e isolar os doentes afetados com o 

microrganismo, bem como as medidas curativas (SCARPATE; COSSATIS, 2009). 

 Desta forma, as medidas terapêuticas para tratar pacientes infectados pela K. 

pneumoniae, pode ser divididas em: Terapia empírica e terapia pós a determinação do perfil 
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de sensibilidade. Em relação a terapia empírica para as infecções causadas pelas 

enterobactérias multirresistentes constitui no uso de polimixina B ou polimixina E (colistina) 

associados em um ou mais dos antimicrobianos da classe dos aminoglicosídeos (gentamicina 

ou amicacina), carbapenêmicos (meropenem ou doripenem) ou tigeciclina (ROSA, 2014). 

 No caso da terapia pós a liberação do perfil de sensibilidade deve conciliar a utilização 

dos fármacos. Manter no máximo, sempre que permitido dois medicamentos comprovados 

sensíveis in vitro. Assim, não ocorrendo sensibilidade a um segundo fármaco (susceptível 

apenas à polimixina B ou E), além de que é recomendado manter o tratamento associado de 

polimixina B ou E com os carbapenêmicos (meropenem ou doripenem) ou tigeciclina, como 

forma de tentativa de ocorrer sinergismo entre elas (ROSA, 2014). 

 

 3.2 Resistência bacteriana 

 

 A resistência bacteriana trata-se dos mecanismos que os microrganismos (bactérias, 

fungos, parasitas e vírus) desenvolvem a um determinado medicamento antimicrobiano ao 

qual eram previamente sensíveis. Dessa forma, os mecanismos de resistência que uma ampla 

variedade de microrganismos infecciosos tem produzido, acarretou em uma ameaça 

progressiva no âmbito da saúde pública, principalmente pela proliferação desenfreada de 

muitas bactérias multirresistentes que causam infeções comuns apresentam frente as 

alternativas de tratamento existentes (WHO, 2015). 

 Contudo, diversos fatores encontram-se envolvidos na disseminação desses patógenos 

resistentes, onde está incluso o uso irracional de antimicrobianos, procedimentos invasivos 

(cirurgias, implantação de próteses médicas e outros), além da transferência dos genes que 

contém as informações de resistências aos antibióticos entre as bactérias (ENDIMIAMI et al., 

2009; DIENSTMANN et al., 2010; FONTANA et al., 2010). 

 

 O microrganismo pode ter resistência natural, quando os genes de resistência 
fazem parte do seu código genético ou adquirida, quando os genes de resistência são 
originados de mutações que ocorrem no microrganismo durante seus processos 
reprodutivo e que resultam de erros de cópia na sequência de bases que formam o 
DNA (BOSCARIOL, 2013; SOUZA, 2014). 
 

 Existem vários mecanismos de resistência às drogas, dentre eles destacam-se: a 

produção de enzimas betalactamases tipo AmpC, betalactamase de espectro estendido (ESBL) 

e de carbapenemases, como a metalo-betalactamase e carbapenemases tipo KPC (Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase), que inativa diversos medicamentos. Outros mecanismos de 
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defesa, que os microrganismos podem adquirir resistência, são: a diminuição da expressão de 

porinas na membrana externa; bombas de efluxo que reduzem a concentração intracelular das 

drogas, além das alterações nos sítios ativos de ligação do fármaco (figura 3) (COELHO et 

al., 2015). 

 

Figura 3: Mecanismo de resistência bacteriana a alguns antimicrobianos. 

Fonte: Autor. 

 

 3.2.1 Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) 

 

 Diante dos diferentes tipos de betalactamases que existem, estão dentre elas as 

denominadas betalactamases de espectro estendido (ESBL), que são originadas a partir de 

mecanismos de mutações em genes plasmidiais e, que apresentam grande relevância na 

clínica e nos estudos de epidemias (MARTINS; PICOLI, 2011). 

 O local onde o gene plasmidial de resistência apresenta-se facilita a sua propagação 

entre os gram-negativos, principalmente entre as enterobactérias, através de processos como o 

de conjugação. Muitas vezes os plasmídeos já possuem genes que atribuem resistência a 

diversas classes de fármacos como as quinolonas e os aminoglicosídeos, assim facilita com 

que isolados de cepas produtoras de ESBL, principalmente em ambientes hospitalares, sejam 

multirresistentes, e dificultem o tratamento (LAGO; FUENTEFRIA, S.R.; FUENTEFRIA, D. 

B., 2010; SÁ, 2010; MARTINS, 2012). 
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  As ESBLs são enzimas produzidas por bactérias a qual promove a hidrolise do anel β-

lactâmico de cefalosporinas (figura 4), mais precisamente as de terceira geração, e 

monobactâmicos, sem afetar as cefamicinas e os carbapenens (CDC, 2010). A K. pneumoniae 

juntamente com a E. coli são os principais grupos produtores desta enzima (CASSETTARI et 

al., 2006) sendo os pacientes, profissionais da área de saúde e o meio ambiente os principais 

veículos de transmissão, apresentando como reservatório principal o trato intestinal 

(HOSOGLU et al., 2007).  

 

  Fonte: Autor. 

 

 Além disso, a produção de ESBL também está associada à resistência a outros 

antibióticos em microrganismos multirresistentes (BUSH, 2001), apesar de que o uso de testes 

de triagem em laboratórios para produtores de ESBL pode evitar a utilização de antibióticos 

betalactâmicos em terapias de sepses, desta forma, prevenindo quadros incontroláveis de 

infecção hospitalar (TRAGANTE et al., 2008). 

 Por fim, compreender e conhecer o comportamento das enterobactérias produtoras de 

betalactamases, é fundamental, principalmente no âmbito hospitalar. Como também a não 

identificação de cepas no laboratório de microbiologia, pode acarretar no uso inadequado de 

antibióticos e resultar em falhas nas ações dirigidas para controle de infecções direcionadas à 

serviços na área da saúde, dessa maneira, contribui ainda mais na disseminação de 

microrganismos resistentes (MARTINS; PICOLI, 2011). 

 

 3.3 Epidemiologia das infecções hospitalares causadas por K. pneumoniae 

produtoras de ESBL 

 

 Figura 4: Representação do mecanismo de hidrólise de antibióticos. 
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 As enterobactérias são microrganismos encontrados normalmente na microbiota 

humana, porém estes agentes etiológicos podem estar associados a diferentes tipos de 

infecção, que consequentemente resultam índices significativos de morbidade e mortalidade, 

especialmente no âmbito hospitalar (INGRAHAM; INGRAHAM, 2011; SOARES, 2013).  

 Diante dessa circunstância esse grupo de bactérias compreende cerca de 30-35% dos 

isolados que causam septicemias e mais de 70% das infecções urinárias, além de infecções 

intestinais e extra intestinais como pneumonias, septicemias neonatais, entre outras doenças 

envolvidas (REIS et al., 2013; SARMENTO, 2013).   As bactérias produtoras de ESBL estão 

entre os principais problemas relacionados a resistência microbiana no setor hospitalar 

brasileiro. Essas, atualmente compreendem o maior grupo estudado no mundo e têm se 

tornado motivo de buscas extensivas em investigações microbiológicas, genéticas, 

bioquímicas e epidemiológicas (PEREIRA et al., 2003). 

 Nesse contexto, a K. pneumoniae representa uma das grandes causadoras de infecções 

hospitalares, em que segundo a Rede Nacional de Monitoramento de Resistência Microbiana, 

de acordo com os dados baseados entre os anos de 2006 e 2008, encontrou a K. pneumoniae 

como o segundo microrganismo mais resistente em vários hospitais brasileiros, apontando 

13% de casos notificados (DIENSTMANN et al., 2010; CALISTO et al., 2012; SOARES, 

2012). 

 Entretanto, no ano de 2015, o número que compreendia o total de estirpes produtoras 

de ESBL quando comparado a 2011, havia triplicado, o que representou um aumento de 4,5 

%, em relação aos relatos encontrados na literatura. Assim, pode-se destacar um crescimento 

no valor de isolados de K. pneumoniae produtoras de ESBL, em que subiu de 9,6 % em 2011 

para 25,9 % no ano de 2015, apresentando diante desses dados um aumento de 16,3 % 

(MONIZ et al., 2016).   

 Em relação ao tratamento dessas infecções causadas por enterobactérias, se usa 

geralmente antimicrobianos da classe dos betalactâmicos, onde trata-se de fármacos de 

primeira escolha, por apresentarem eficácia terapêutica e baixa toxicidade (GRALHA, 2011). 

Porém, o uso indiscriminado e exagerado dessas drogas, acarreta no aparecimento de 

microrganismos, que apresenta inúmeros mecanismos de resistência frente a classe desses 

medicamentos (MATHEE, 2010; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2011; KONG; 

SCHENEPER; MARTINS; PICOLI, 2011). 

 Segundo Viana et al. (2011), essa variedade de mecanismos de resistência que as 

bactérias tendem a promover, é resultado da forma como as comunidades médicas fazem uso 

dos antimicrobianos. Sendo assim, caracterizar a incidência dessas bactérias e o seu perfil de 
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resistência, torna-se a base para uma antibioticoterapia ser bem dirigida e estabelecida de 

forma adequada (RIGATTI, 2010). 

 Diante da quantidade de surtos hospitalares ocasionadas pela K. pneumoniae, esse 

microrganismo tornou-se uma importante causa de infecções, pelas variadas alterações do seu 

padrão de sensibilidade frente aos antimicrobianos, onde proporciona o surgimento de 

mecanismos de resistência bacteriana cada vez mais persistentes (OLIVEIRA; STRANIERI, 

2011). 

 

 3.4 Produtos naturais 

 

 Os produtos naturais tem apresentado uma grande importância quando utilizados no 

controle da dor, tratamento de doenças, e no combate as infecções bacterianas, sendo seu uso 

bastante reconhecido pela ciência contemporânea, de forma que uma grande variedade de 

medicamentos usados atualmente na terapêutica apresentam em sua composição como fonte 

primária a presença de produtos naturais, extraídos de diversas plantas medicinais 

(PETROVSKA, 2012). 

 Estudos relacionados aos metabólitos secundários tem tornado significativo na área da 

saúde, devido a procura mundial, por substâncias com potencial menos tóxico e de grande 

eficácia frente aos mecanismos de resistência bacteriana e com capacidade de inibir possíveis 

patógenos (BARBOSA-FILHO et al., 2007; OSTROSKY et al., 2008).  

 Segundo Melo et al. (2011), as atividades farmacológicas desses produtos naturais 

estão cada vez mais sendo pesquisadas, sendo seus desafios: extrair, identificar e aplicar no 

âmbito industrial farmacêutico esses agentes bioativos, substituindo as substâncias sintéticos. 

Porém, mesmo com a grande quantidade de trabalhos publicados, o conhecimento é pouco 

sobre a utilização de plantas com potencial terapêutico para a produção de futuros fármacos 

(RATES, 2001; MAHESH; SATISH, 2008). 

 

 3.4.1 Óleos essenciais 

 

 Os óleos essenciais são um grupo de substâncias naturais voláteis com um variável 

poder aromatizante, onde sua composição é mais ou menos complexa, que faz parte do 

organismo de uma gama de espécies vegetais, das quais são extraídos através de técnicas 

específicas (BAKKALI et al., 2008). De uma forma geral, esses compostos são uma mistura 
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de substâncias voláteis, lipofílicas, apresentando-se geralmente odoríferas e líquidas (DE LA 

ROSA; ALVAREZ-PARRILLA; GONZALEZ-AGUILAR, 2010). 

 Esses óleos são originados a partir do metabolismo secundário das plantas, sendo 

formado através de uma mistura de compostos, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos 

e derivados oxigenados, como: álcoois, aldeídos, ester, éteres, cetonas, fenóis e óxidos. 

Contudo, outros compostos voláteis apresentam fenilpropanoide e substâncias que contém em 

sua constituição elementos como enxofre (P) e ou nitrogênio (N) (BAJPAI et al., 2008).  

 Em relação as propriedades terapêuticas dos óleos essenciais, vários estudos relatam a 

eficácia de algumas atividades, destacando as seguintes: antiviral, antiespasmódica, 

analgésica, antimicrobiana, cicatrizante, expectorante, relaxante, anti-séptica das vias 

respiratórias, larvicida, vermífugas e anti-infamatórias (HALCON; MILKUS, 2004; COSTA 

et al., 2005; OYEDJI; AFOLAYAN, 2006; LIMA et al., 2006).  

 

 3.4.2 Terpenos 

  

 Os terpenos também podem ser chamados de terpenoides ou isoprenoides, sendo 

destacados, devido ser uma classe com maior número de produtos naturais, em que 

apresentam mais de 55.000 substâncias relatadas (CHANG et al., 2010). Estes compostos 

terpenoides têm sua origem biossintética a partir das unidades de isopreno, onde através da 

via do ácido mevalônico é originado (SPITZER, 2004). 

 Entretanto, compostos terpênicos são classificados de acordo com o número de 

carbono (C) em suas moléculas, em: Isoprenos ou hemiterpenos (5 C), monoterpenos (10 C), 

sesquiterpenos (15 C); diterpenos (20 C); sesterpenos (25 C); triterpenos (30 C); tetraterpenos 

(40 C) e polisoprenoides (Cn) (quadro 1) (SPITZER, 2004; BAKKALI et al., 2008). 

 

Quadro 1:  Compostos terpenoides. 

Nº de 
Isopreno 

Nº de 
carbono 

Fórmula molecular geral Nome ou classe 

1 5  Isopreno 

2 10  Monoterpenóides 
3 15  Sesquiterpenóides 

4 20 
 

Diterpenóides 

5 25 
 

Sesterpenos 

6 30 
 

Triterpenóides 

8 40 
 

Tetraterpenóides 

n N (CnH8) n Polisoprenóides 
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Fonte: Autor. 

 

 Uma ampla variedade desses compostos pertencentes a essa classe de metabólitos 

secundários são empregados para fins comerciais como forma de aromatizantes, fragrâncias e 

especiarias, além de suas utilidades no ramo dos produtos de perfumaria e cosméticos, como 

também na indústria de alimentos. Já, no setor farmacêutico além do uso desses compostos 

como excipientes no tratamento de pele (melhorando assim a penetração do produto), eles são 

indicados também como ativos de medicamentos (PADUCH et al., 2007). 

 A procura e o interesse crescente por essas substâncias na clínica, é resultante devido à 

gama de propriedades terapêuticas que os terpenos tem demonstrado em estudos, como efeitos 

antitumoral, antimicrobiano, antifúngico, antiviral, anti-hiperglicêmico, analgésico, anti-

inflamatório, além de atividades antiparasitárias (PADUCH et al., 2007). 

 

 3.4.3 Citral 

 

 Várias pesquisas foram realizadas com fitoconstituintes oriundos de plantas 

medicinais, que apresentam um alto valor terapêutico com o intuito de encontrar fontes que 

possam ser usadas para a produção de novos fármacos, desta forma, contribuindo na 

terapêutica de diversas doenças. A ampla diversidade desses compostos encontrados em tais 

produtos naturais é que resulta na variedades de propriedades farmacológicas que esses 

produtos tem demonstrado (ARESI, 2011). 

 O fitoconstituinte citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal) trata-se de um aldeído alifático de 

origem natural classificado como monoterpeno, em que é formado pela união de unidades de 

isopreno (geranial e neral) (figura 5). Esse fitoconstituinte é um composto chave de bastante 

importância presente nos óleos essenciais extraído de diversas plantas, como: a erva-limão 

(Cymbopogon citratus) (figura 6), Melissa (Melissa officinalis) e a verbena (Verbena 

officinalis) (NAKAMURA et al., 2003). Onde segundo Andrade et al. (2009), na análise de 

diversos óleos, nas mais variadas regiões identificou o citral, como o principal composto. 
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                              Fonte: Autor.                                                           Fonte: https://c2.staticflickr. 

  

 O monoterpeno citral é de grande utilidade na indústria de alimentos e cosméticos, 

servindo respectivamente, como aditivo alimentar e para produção de fragrância 

(NAKAMURA et al., 2003; DUDAI et al., 2005). Estudos realizados com o citral, indicam o 

fitoconstituinte como um composto de baixa toxicidade e potencial carcinogênico em ratos 

(NAKAMURA et al., 2003; DUDAI et al., 2005), além de relatos da ausência de efeitos 

carcinogênicos in vitro quando o citral fora testado (LERTSATITTHANAKORN et al., 

2006).   

 Embora o citral seja um componente de óleo essencial que apresenta diversos estudos, 

seus principais fatores que dificultam a resistência microbiana, mecanismo de ação 

antimicrobiano e a base biológica em relação a resistência não são inteiramente elucidados. 

Em geral, sabe-se que o principal local de ação tóxica de terpenos é a membrana plasmática, 

porém em relação aos mecanismos finais de inibição de crescimento, lesão celular e 

inativação não encontram-se completamente definidos (PRASHAR et al., 2003; LUO et al., 

2004; PARK et al., 2009). 

 Esse monoterpeno apresenta propriedades farmacológicas conhecidas, como: anti-

tumoral (DUDAI et al., 2005; CHAOUKI et al., 2009; FARAH et al., 2010; XIA et al., 2013), 

broncodilatador (MANGPRAYOOL, KUPITTAYANANT, CHUDAPONGSE, 2013), 

inseticida (ABRAMSON, ALDAMA, SULBARAN, 2007) e antimicrobiana (SOMOLINOS 

et al., 2010; BELDA-GALBIS et al., 2013). Além dessas, apresentam também efeitos anti-

inflamatórios (LEE, 2008). Segundo Belletti et al. (2007), o citral por demonstrar atividade 

antimicrobiana e é considerado uma molécula bastante promissora. 

 

 

 Figura 5: Estrutura química dos isômeros 
do citral. 

Figura 6: Cymbopogon citratus. 
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4.  METODOLOGIA 

 

 4.1 Local de trabalho 

 

  A presente pesquisa foi realizada no laboratório de Microbiologia (J11) no Centro de 

Educação e Saúde / Universidade Federal de Campina Grande, campus Cuité, no estado da 

Paraíba. 

 

 4.2 Cepas bacterianas e meio de cultura 
 

Para a realização do trabalho, foram utilizadas cepas bacterianas de K. pneumoniae 

produtoras de ESBL (A-363, A-368, 73, 23, C-46 e LJ-09), sendo estas de origem clínica 

isoladas de urina e secreções orofaringe, a qual foram doadas pela farmacêutica Bernadete 

Helena Cavalcanti dos Santos (Laboratório de Microbiologia Clínica/DCF/Universidade 

Federal da Paraíba) e estocadas em meio sólido Muller Hinton.  

Os meios de culturas utilizados foram o caldo Brain Heart Infusion (Sigma-Aldrich) e 

o sólido Muller Hinton. O preparo destes meios seguiu as instruções do fabricante e foram 

distribuídos em tubos e placas de ensaio ideais para os estudos microbiológicos. As cepas 

bacterianas foram repicadas no meio de cultura Muller Hinton, incubadas em estufa 

bacteriológica durante 24 horas a uma temperatura de 37ºC. 

 

 4.3 Citral 

 

 A substância citral foi obtida comercialmente pela Sigma-Aldrich®. Para o preparo 

utilizou o Polissorbato 80 (Tween 80) 1%, na solubilização do monoterpeno (citral) para 

diluir em água (figura 7). Todas as substâncias relatadas foram adquiridas comercialmente e 

se encontra no local de pesquisa. 

 

Figura 7: Preparo da emulsão contendo o fitoconstituinte. Realizou-se a solubilização do Citral (1) no Tween 80 
(2), posteriormente foi feita a adição de água destilada (3) aos poucos e, por final agitou a solução em vórtex (4) 

para garantir a homogeneidade da emulsão. 
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Fonte: Autor 

 

 4.4 Inóculo 

  

 Para o preparo do inóculo, foi retirada uma alíquota da cepa de K. pneumoniae 

previamente semeado em Muller Hinton e suspendeu-a em tubo com solução salina a uma 

concentração de 0,85% estéril (figura 8). 

O inóculo foi ajustado de acordo com a escala de 0,5 McFarland em suspensão do 

microrganismo em solução salina 0,85% estéril, diluído até atingir a concentração 

correspondente a 0,5 x 108 UFC/ mL -1. 

 

Figura 8: Preparo do inóculo. Retirou-se uma pequena alíquota da cepa de K. pneumoniae (1), suspendeu-a em 

um tubo de ensaio contendo solução salina (2), posteriormente foi feita a agitação da suspensão com auxílio do 

vórtex (3), e por final realizou-se a comparação com o padrão a 0,5 McFarland (0,5 x 108 UFC/ m-1). 

 

Fonte: Autor. 
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 4.5 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

 Para a determinação da CIM do fitoconstituinte selecionado citral, foi realizada a 

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, obteve-se as concentrações de 1024 a 1 µg/mL, 

efetuadas na própria placa, da coluna 1 até a 11. A última coluna (12) ficou reservada para o 

controle de crescimento do microrganismo para poder observar a viabilidade da cepa (caldo 

Brain Heart Infusion juntamente com o inoculo, sem o produto testado). Também foi 

realizado o controle de esterilidade (caldo), além da toxicidade do veículo (tween, inoculo e o 

caldo) (CLSI, 2005; SARKER; NAHAR; KUMARASAMY, 2007; HUSSAIN et al., 2011).   

Em seguida, foi adicionado 10 μL do inóculo (bactéria a 0,5 McFarland) em cada uma 

das cavidades. O ensaio foi realizado em triplicata, e as placas foram incubadas a 37 ºC ± 2 C˚ 

no período de 24 horas para K. pneumoniae. Após o tempo de incubação adequado, 20 µL 

resarzurina a 1% (SIGMA), que se trata de um indicador colorimétrico de óxido-redução para 

bactérias, foi adicionado e em seguida procedeu visualmente a leitura, pela ausência ou 

presença de crescimento do microrganismo através da observação da mudança da coloração 

da solução de azul para rosa/vermelho. 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). 
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5.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Com os constantes aumentos de meios de resistência que as bactérias tem 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, 2009).  

Desta forma, muitas pesquisas tem focado a investigação de produtos naturais como 

fonte de novos compostos bioativos uma vez que tem sido relatada o aumento da resistência 

contra antimicrobianos durante o tratamento das doenças infecciosas. Assim, estudos tem 

mostrado atividade antimicrobiana dos produtos naturais, bem como a capacidade desses 

agentes em modular a ação dos antimicrobianos, com aumento ou diminuição dos seus efeitos 

(COUTINHO et al., 2008; VERAS et al., 2013). 

A tabela 1 ilustra os resultados referentes à ação antibacteriana do citral contra as 

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

concentrações aplicadas, observado a partir da leitura da placa, visualmente, e verificou a 

presença do crescimento bacteriano através da mudança do aspecto límpido para turvo, e 

confirmou o crescimento por meio de um indicador colorimétrico, a resarzurina. Dessa forma, 

a Klebsiella pneumoniae demonstrou resistência frente ao citral nas concentrações testadas. 

 

Tabela 1: Concentração Inibitória Mínima (CIM em μg/mL) do citral contra cepas de K. pneumoniae. 

 K. 

pneumoniae   
A-363 

K. 

pneumoniae    
A-368 

K. 

pneumoniae    
73 

K. 

pneumoniae    
23 

K. 

pneumoniae    
C – 46 

K. 

pneumoniae   
LJ-09 

2048 
µg/mL 

+ + + + + + 

1024 
µg/mL 

+ + + + + + 

512 
µg/mL 

+ + + + + + 

256 
µg/mL 

+ + + + + + 

128 
µg/mL 

+ + + + + + 

64 
µg/mL 

+ + + + + + 

32 
µg/mL 

+ + + + + + 
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+: Crescimento bacteriano visível. 

 

 Pinto et al. (2003) relata que o método de diluição em caldo irá considerar e analisar a 

relação entre a proporção que o microrganismo testado cresce no meio líquido e a 

concentração da substância ensaiada. O teste será comparado a um padrão biológico de 

referência. Logo, a densidade da turbidez provocada pelo o crescimento do microrganismo, é 

o que entende-se de proporção. 

 No estudo de Santos et al. (2009) o citral quando testado 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 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, onde essa 

atividade é comprovada através dos valores da CIM apresentados no estudo, em que 

corresponde a: alta inibição (0,08 mg/mL) para a S. aureus enquanto que para a P. aeruginosa  

e a E. coli apresentou baixa atividade antimicrobiana (1,25 mg/mL e 0,63 mg/mL), 

respectivamente. 

 Essas concentrações inibitória mínima (CIM) do fitoconstituinte frente a esses 

microrganismos é muito próxima quando comparada com outros estudos, onde alguns autores 

ao estudar a atividade antimicrobiana de diversos óleos essenciais contra vários 

microrganismos, preconizaram valores que tem se apresentado como referência, e seguem a 

seguinte interpretação: CIM até 0,5 mg/mL – inibição alta; CIM entre 0,6 e 1,55 mg/mL – 

inibição moderada e CIM acima de 1,65 mg/mL – inibição baixa, em que estes valores 

serviram como referência para a atividade do citral frente a estas cinco espécies mencionadas 

(SANTOS et al., 2009). 

 De acordo com Naik et al. (2010) o óleo de capim limão (Cymbopogon citratus) do 

qual o citral é extraído, foi eficaz frente aos organismos como S. aureus, B. cereus, B. subtilis, 

E. coli, K. pneumoniae, exceto com a P. aeruginosa. Entretanto, os microrganismo gram-

positivos (S. aureus, B. cereus e B. subtilis) apresentaram-se mais sensíveis do que os 

microrganismos gram-negativos (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa). Nesse estudo, 

observa que o óleo essencial apresentou atividade frente a K. pneumoniae, não corroborando 

com o trabalho realizado, porém deve-se levar em consideração que o autor utilizou o óleo e 

não a substância isolada (citral), assim o fitoconstituinte em estudo, juntamente com outros a 

qual a espécie vegetal apresenta, potencializaram em conjunto a atividade antibacteriana do 

óleo. 
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 Millezi et al. (2012) diz que os óleos essenciais trata-se de compostos que, por 

apresentarem característica hidrofóbica, possuem uma facilidade maior de se difundir pela 

parede celular dos microrganismos e assim causar prejuízos à membrana, especialmente na 

sua fluidez e permeabilidade.  

 Desta forma, esses óleos essenciais inclusive o de capim limão (Cymbopogon 

citratus), apresenta maior atividade frente a bactérias gram-positivas, enquanto que frente as 

gram-negativas são mais resistentes, já que as mesmas possuem uma maior complexidade na 

sua membrana plasmática (NAIK et al., 2010). Neste caso, seria uma justificativa sobre a 

resistência que a Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL apresentou no presente estudo ao 

monoterpeno citral. 

 Em outro estudo realizado, comprovou-se a atividade bacteriostática e bactericida do 

citral frente a microrganismos como Listeria monocytogenes, Shigella dysenteriae, 

Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus (GOLDBECK et al., 

2014).  

 De acordo com De Menezes Caldas et al. (2016), substâncias que apresentam (CIM) 

até 500 μg/mL são considerados como: Forte poder antimicrobiano; substâncias com CIM 

entre 600 e 1500 μg/mL: moderado poder antimicrobiano, e substâncias com CIM acima de 

1500 μg/mL possuem: fraco poder antimicrobiano. Desta forma, pode-se afirmar que o citral 

apresentou fraco poder antimicrobiano, devido apresentar crescimento até uma concentração 

de 2048 μg/mL contra as cepas de K. pneumoniae. Porém, é necessário mais estudos 

adicionais, outras técnicas, ou até mesmo a utilização de cepas padrões, invés de cepas 

clínicas, para testar esse monoterpeno nessas concentrações, e quem sabe assim ele possa 

apresentar resultados contra a K. pneumoniae. 
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6.  CONCLUSÃO 

 

 Portanto, através dos experimentos realizados no presente estudo, notou-se que o 

fitoconstituinte citral não inibiu o crescimento das cepas de Klebsiella pneumoniae, como não 

apresentou atividade antibacteriana contra as mesmas nas concentrações e condições testadas.  

 Dessa forma, devido à importância da contribuição dos óleos essenciais e sua 

atividade antimicrobiana comprovada em alguns microrganismos, se faz necessário mais 

estudos exploratórios pela busca de novas alternativas para o combate de bactérias 

multirresistente, como por exemplo, o sinergismo entre as drogas vegetais e alguns fármacos, 

potencializando ainda mais seus efeitos antibacterianos. 
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