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Cymbopogon citratus: potencializacdo de antibidticos associados ao 6leo essencial
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Resumo

Introducdo: O uso indiscriminado de antibioticos leva ao aumento da resisténcia bacteriana e
reflete 0 elevado nimero de casos de morbidade e mortalidade. A literatura aponta a
interferéncia dos 6leos essenciais sobre a a¢do de antibidticos em determinadas bactérias.
Obijetivo: analisar a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de Cymbopogon citratus, bem como
analisar sua interferéncia sobre a a¢do de antibidticos em cultura de bactérias gram-negativa e
gram-positiva. Metodologia: Para alcancar os objetivos propostos foi realizado um estudo
experimental, prospectivo, com grupo controle, no Laboratério de Microbiologia do Centro
Universitario Amparense - UNIFIA. Resultados e Discussao: Nos grupos de Escherichia coli e

Staphylococcus aureus nédo foi observado crescimento bacteriano e foram excluidos da analise.
Na analise da Pseudomonas aeruginosa verificou-se que a Ceftriaxona e a Amicacina,
apresentaram dados que chamaram atencdo devido ao importante aumento dos seus halos.
Conclusdo: conclui-se que o 6leo associado a Amicacina e a Ceftriaxona apresentaram didmetro
de halo de sensibilidade superior a agéo dessas drogas isoladas e superior ao recomendado
pelo fabricante do disco de antibidticos, porém sem significancia estatistica, na analise da
Pseudomonas.

Palavras — Chave: Cymbopogon citratus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, 6leo essencial e antibiotico.

Abstract

Introduction: The indiscriminate use of antibiotics leads to increased bacterial resistance and
reflects the high number of cases of morbidity and mortality. The literature points out the
interference of essential oils on the action of antibiotics on certain bacteria. Aim: to analyze the

antimicrobial action of the essential oil of Cymbopogon citratus, as well as to analyze its

revistaonline@unifia.edu.br Pagina 507



Revista Saude em Foco — Edicdo n2 11 — Ano: 2019

interference on the action of antibiotics in gram-negative and gram-positive bacterial culture.
Methodology: To reach the proposed objectives, an experimental, prospective study with
control group was carried out at the Laboratory of Microbiology of Centro Universitario
Amparense - UNIFIA. Results and Discussion: The groups of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, no bacterial growth was observed were excluded from the analysis. In
the analysis of Pseudomonas aeruginosa, it was verified that Ceftriaxone and Amicacina
presented data that attracted attention due to the important increase of their halos. Conclusion:
it was concluded that the oil associated with Amicacin and Ceftriaxone showed a halo diameter
of sensitivity higher than that recommended by the manufacturer of antibiotics and the action
of these drugs alone, but without statistical significance, when compared to the isolated action
of the drugs, for to Pseudomonas.

Key words: Cymbopogon citratus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, essential oil and antibiotic.

Introducéo

O capim-santo, cujo nome cientifico é Cymbopogon citratus Stapf, € também
conhecido como capim-limdo, capim-cidreira, capim-cheiroso, capim-cidrdo, dentre outros
(SANTOS et al., 2009). Pertencente a familia Poaceae, de espécie herbacea com longas folhas
estreitas, asperas, agudas, aromaticas, apresentando nervura central, originaria da india,
encontrada em varios paises, inclusive no Brasil (FONSECA; RECK; SILVA, 2016), tem seu
cultivo atrelado a producao comercial de 6leo essencial (CANAES, 2011).

Um de seus constituintes, o citral, € mistura de isdbmeros, geranial (o-citral) e neral (B-
citral). Ele apresenta propriedades antibacterianas e antifingicas comprovadas (CANAES,
2011) e € relatado como capaz de aumentar a permeabilidade da membrana celular, propiciando
a lise da mesma, levando a morte bacteriana (SILVA et al., 2014).

O capim-limé&o tem sido estudado apontando seu emprego como analgésico, calmante,
espasmolitico leve, anticarcinogénico, larvicida, anti-helmintico, inseticida, antifingico,
antibacteriano, atribuidos ao mirceno, a-citral e B-citral, compostos de seu 6leo essencial
(FONSECA,; RECK; SILVA, 2016).

O problema estd no uso indiscriminado de antibioticos, que leva ao aumento da
resisténcia bacteriana e reflete o elevado numero de casos de morbidade e mortalidade e
elevados custos com internagdes hospitalares. As bactérias comumente encontradas como

responsaveis pelas infecgdes comunitarias ou hospitalares sdo, Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente (BAPTISTA,2017). A proposta
de associar substancias biologicamente ativas, atraves de 6Oleos essenciais adicionados aos
tratamentos tradicionais pode contribuir com o aumento da sensibilidade bacteriana.

A Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva, anaerdébica facultativa,
organizada em grupos semelhantes a cachos de uvas (CHAMPE; HARVEY; FISFHER, 2008).
O seu potencial infeccioso € descrito pelo mecanismo de multiplicacdo e adaptacdo além de
produzir enzimas e toxinas (ALMEIDA et al., 2016). Ela pode causar doencas como infec¢coes
localizadas da pele, infeccbes localizadas e profundas, endocardite aguda, septicemia,
pneumonia necrosante grave, toxicoses, sindrome do choque toxico e gastrenterite
estafilococica (CHAMPE; HARVEY; FISFHER, 2008).

A Escherichia coli por sua vez, é uma bactéria anaerdbica facultativa, gram-negativa
(CHAMPE; HARVEY; FISFHER, 2008), tem flagelos, e o habitat € o colon e 0 ambiente. Ela
pode causar doengas como a diarreia e infecgdes urinarias INGRAHAM; INGRAHAM, 2010)

Ja a Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram-negativa, encapsulada e aerdbica
obrigatéria, (CHAMPE; FISFHER; HARVEY, 2008). E caracterizada pela grande resisténcia
antibacteriana, sendo o agente responsavel por até 30% das infec¢bes em Unidades de Terapia
Intensiva (Neves et al. 2011). O tratamento € especifico e se da pela associacdo de antibidticos,
pois apresenta mutacgdes de resisténcia (CHAMPE; FISFHER; HARVEY, 2008).

A literatura aponta a interferéncia dos dleos essenciais sobre a a¢do de antibidticos em
determinadas bactérias e embora valorize a medicina popular e 0 uso de novas substancias
biologicamente ativas, carece de aprofundamento e investigacdo antes de recomendar seu uso
(OLIVEIRA et al, 2005).

O objetivo desta pesquisa foi analisar a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de
Cymbopogon citratus, bem como analisar sua interferéncia sobre a a¢do de antibidticos em

cultura de bactérias gram-negativa e gram-positiva.

Metodologia

Para alcancar os objetivos propostos foi realizado um estudo experimental, prospectivo,
com grupo controle, no Laboratorio de Microbiologia do Centro Universitario Amparense -
UNIFIA. A pesquisa dispensou submissdo ao Comité de Etica em Pesquisa da instituigdo por
ndo envolver animais ou seres humanos.

Os discos de antibictico eram da marca DME® e continham quinze tipos de antibidticos,
especificos para cada tipo de gram. O 6leo essencial possuia Cymbopogon citratus, foi
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adquirido em farmécia de manipulacéo, pelas pesquisadoras, com rotulagdo comprovando
pureza.

Foram utilizadas bactérias em estado liofilizado de Staphylococcus aureus CCCD-
S013, Pseudomonas aeruginosa CCCD-POO4, Escherichia coli CCCD- E003 que passaram
por reativagdo em caldo lactosado e armazenados em estufa a 36°C. A Staphylococcus aureus
e Escherichia coli foram semeadas ap6s 24hrs, ambas em meio Brain Heart Infusion Agar
(BHI) através do método de espalhamento em placa.

Ap0s o tempo de crescimento bacteriano no BHI, as cepas foram novamente semeadas
em placas de petri, ambas em Agar Mueller Hinton. O procedimento foi realizado em capela de
fluxo laminar.

As bactérias foram extraidas da placa de BHI por meio da alca de inoculacéo,
devidamente flambada, e rediluidas em solucdo de NaCl, estéril e homogeneizada, até obter
uma solugdo turva. Foram pipetadas 60pl de cada solucdo e espalhadas nas placas através do
método de espalhamento em placa, com uso da al¢a de Drigalski, previamente flambada.

Entretanto, a Pseudomonas aeruginosa permaneceu em meio lactosado durante sete
dias. Decorrido esse periodo foram pipetados 60 pl do caldo lactosado e semeado em placas de
Petri de Agar Muller Hinton através do método de espalhamento em placa, com uso da alca de
Drigalski flambada. Todo o preparo foi realizado em capela de fluxo laminar.

Cada grupo de bactéria foi preparado de forma individual. Durante a semeadura, as
placas foram divididas do seguinte modo: grupo 1, chamado antibiotico, continha trés placas
semeadas com bactéria. Cada placa foi exposta a um disco de antibidticos, utilizados de acordo
com o gram da bactéria e colocados com o auxilio da pinca esteril.

O grupo 2, denominado 6leo essencial, continha trés placas com bactérias que foram
expostas ao 6leo essencial puro, através de quinze discos estéreis de papel filtro, distribuidos
na placa, do mesmo modo que o disco de antibiético.

O grupo 3, chamado antibidtico + 6leo, também contendo trés placas com a bactéria,
foram expostos aos discos de antibioticos associados ao 6leo essencial; primeiramente foram
colocados os discos e sobrepostos a ele o papel filtro embebido em 6leo essencial.

Para cada tipo de bactéria foi feita uma placa de controle, contendo apenas a bactéria
cultivada.

ApoOs a realizacdo dos procedimentos supracitados, as placas foram armazenadas em
estufa aquecida, com controle de temperatura a 36°C. As placas foram avaliadas apds 24 e 48
horas, atraves da medic&o dos halos de inibicéo.
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Andlise Estatistica

Os dados foram demonstrados em média e erro padrdo da média. Todos os dados
passaram pelo Teste de Normalidade de Kolmogorov-Smirnov. As medidas outliers foram
desprezadas e para os dados que se enquadraram na curva de normalidade foi utilizado o teste
estatistico ANOVA One-Way (medidas repetidas) para comparacdo entre 0s tempos
experimentais dentro de grupos diferentes, realizado no software GraphPad Prism. 5.0. O nivel

de significancia pré-estabelecido foi p<0,05.

Resultados

Na anélise de 24 horas dos grupos 2 e 3 de Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
ndo foi observado crescimento bacteriano, porém na analise das 48 horas, houve crescimento
bacteriano nas extremidades das placas, sem a formacéo de halos de inibi¢do. Dessa forma,
todos os grupos dessas bactérias foram excluidos da analise estatistica.

Na andlise dos grupos cultivados com Pseudomonas aeruginosa observou-se
crescimento bacteriano, possibilitando a medicdo dos halos de inibicdo nos grupos 1 e 3 e,
portanto, foram submetidos a andlise estatistica. A partir de entdo os grupos tiveram suas
denominagBes modificadas, ficando da seguinte forma: grupo 1 - antibi6tico, passou a ser
chamado de controle; grupo 2 — éleo essencial foi excluido da analise, grupo 3 - antibidtico +
6leo passou a ser chamado de tratamento. Para o controle positivo foi considerado os didmetros
minimos de halo de inibicdo, determinados pelo fabricante dos discos de antibidticos.

A figura 1 demonstra a analise estatistica de 24 horas, onde o grupo tratamento foi capaz
de ultrapassar a sensibilidade do grupo controle positivo comprovado pelo aumento do didmetro
dos halos de inibicdo, porém sem significancia estatistica (p > 0,05). Os antibi6ticos
pertencentes a esta analise foram: Amicacina, Aztreonam, Ceftazidima, Ceftriaxona e

Meropenen.
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Ap0s 48 horas foi procedida uma nova medicao, onde o grupo 3 — tratamento apresentou

maior medida de halo de inibicdo quando comparado ao grupo 1 — controle, para os antibidticos
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Amicacina e Ceftriaxona, novamente sem relevancia estatistica ha comparacgao entre grupos,

devido ao valor do desvio padrdo (p > 0,05).
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Discussao

O fato de ter havido crescimento bacteriano de Pseudomonas no interior dos halos do
grupo controle na andlise de 48 horas, pode ser justificado pela caracteristica impermeavel das
membranas das bactérias gram negativas (CATAO; DANTAS; FERREIRA, 2014 e ZAGO et
al. 2009) e pela bomba de efluxo presente no mecanismo de resisténcia (LUCENA et al 2014).
Por outro lado, a metodologia utilizada no preparo da Pseudomonas aeruginosa pode ter
influenciado no crescimento excessivo da bactéria nas placas de Agar Muller Hinton,
inviabilizando a diferenca estatistica.

Ainda sobre a andlise da Pseudomonas aeruginosa de 48 horas verificou-se que no
grupo tratamento a Ceftriaxona e a Amicacina, sendo esta UGltima da classe dos
aminoglicosideos, apresentaram dados que chamaram atencdo devido ao importante aumento
dos seus halos, concordando com o relatado por Lucena et al. em 2014, que descreveu o
aminoglicosideo associado ao 6leo, como capaz de modificar a atividade do antibiotico,
auxiliando na diminuicdo da concentracdo inibitéria minima frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e a Pseudomonas aeruginosa.

A Escherichia coli e Staphylococcus aureus tiveram metodologia diferente da
Pseudomonas aeruginosa e durante a analise das placas do grupo antibiético + 6leo e do grupo
oleo essencial, ndo houve crescimento bacteriano e portanto, ndo houve halo que pudesse ser
medido sendo desconsiderados da analise. Porém, no grupo antibiético, foi possivel essa
medicdo, levantando a divida sobre uma inibi¢cdo em massa, mas que ndo pdde ser quantificada.
Pesquisas realizadas por outros autores afirmam a a¢éo antimicrobiana do 6leo essencial, como

por exemplo, Silva et al. em 2014, que relata que o 6leo apresentou atividade antimicrobiana
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quando testada para Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e a
levedura Candida albicans.

Coincidindo com a presente pesquisa, Zago et al em 2009, demonstrou que o 06leo
essencial do Cymbopogon citratus potencializou a acdo de antibidticos, através do estudo de
varias plantas medicinais associadas a antibioticos, registrando sinergismo do Cymbopogon
citratus com oito tipos de antibidticos para Staphylococcus aureus, e em seguida a horteld com
sete e 0 gengibre com cinco drogas. Ja a Escherichia coli, o 6leo de capim cidreira e alecrim
apresentaram sinergismo com cinco farmacos, sendo o cloranfenicol com maior sinergismo ao
ser associado ao 6leo de capim cidreira.

Em outra pesquisa realizada por Alves et al. em 2012, quando testado o 6leo, percebeu-
se inibicao de bactérias resistentes e também eficacia contra fungos e outros tipos de bactérias,

destacando que o mirceno potencializou o efeito do citral frente a Staphylococcus aureus.

Concluséo

Esta pesquisa verificou o sinergismo do 06leo essencial de Cymbopogon citratus com
antibidticos, sobre o crescimento de cepas de bactérias gram negativa e gram positiva, porém
sem significancia estatistica.

Na Escherichia coli e Staphylococcus aureus nao foi possivel realizar contra testes para
confirmar a inibicdo bacteriana, todavia, podemos afirmar que houve crescimento bacteriano
visivel apenas nas extremidades das placas no periodo de 48 horas, sugerindo inibicdo macica
do crescimento bacteriano.

Para a Pseudomonas aeruginosa conclui-se que o 6leo associado a Amicacina e a
Ceftriaxona apresentaram diametro de halo de sensibilidade superior ao recomendado pelo
fabricante do disco de antibioticos e pela acdo dessas drogas isoladas, porém sem significancia
estatistica, quando comparado a ac¢do isolada dos farmacos.

Mediante aos resultados apresentados sugere-se novas pesquisas com enfoque no 6leo

essencial buscando outras metodologias a fim de obterem resultados mais claros e conclusivos.
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