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RESUMO 

 

 

O trabalho descreve o primeiro estudo sobre a atividade antimicrobiana e mecanismos de ação 

de concentrações sub-inibitórias e inibitórias do óleo essencial das folhas de Plectranthus 

amboinicus contra uma cepa padrão de Klebsiella pneumoniae e cepas obtidas de isolados 

clínicos multirresistentes. A concentração inibitória mínima (CIM), concentração bactericida 

mínima (CBM), a taxa de morte e o efeito do pH na ação do óleo essencial foram analisadas 

através de testes de microdiluição em microplacas. Concentrações sub-inibitórias e inibitórias 

do óleo essencial foram testadas para verificar sua ação sobre permeabilidade da membrana, 

expressão de cápsula, atividade da urease e morfologia celular de K. pneumoniae. A CIM e 

CBM do óleo essencial foram de 0,09 ± 0,01% e resultou notavelmente na inibição completa 

do crescimento bacteriano após 2 horas, quando as bactérias foram expostas a duas vezes a 

CIM do óleo essencial. A melhor CIM foi encontrada quando o pH neutro ou alcalino foi 

usado. Captação de Cristal violeta foi considerada significativa quando o dobro da CIM do 

óleo essencial foi usado (p <0,05). Inibição da atividade da urease foi observada em todas 

concentrações sub-inibitórias testadas, quando comparada ao grupo não tratado (p<0,001). 

Verificou-se ainda alteração na expressão da cápsula e alterações na membrana, verificadas 

pelas técnicas de Anthony e por microscopia de força atômica, respectivamente. 

 

 

Palavras-chave: Multirresistência, atividade antimicrobiana, Klebsiella pneumoniae, 

Plectranthus amboinicus.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

This work describes the first study about the antimicrobial activity and mechanisms of 

action of the subinihibitory and inhibitory concentrations of the essential oil from leaves 

of Plectranthus amboinicus against standard strain of Klebsiella pneumoniae and 

multresistant clinical isolates of the bacterium. The minimal inhibitory concentration 

(MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC), the rate of killing and the pH 

sensitivity of the essential oil were determined through microplate-microdilution tests. 

Subinihibitory and inhibitory concentrations of Plectranthus amboinicus essential oil 

were tested in order to check their action on K. pneumoniae membrane permeability, 

capsule expression, urease activity and cell morphology. The MIC and MBC of the 

essential oil were 0.09± 0.01% and resulted remarkably in complete inhibition of the 

bacterial growth after 2 hours, when the bacteria were exposed to twice the MIC of the 

essential oil.  A better MIC was found when neutral or alkaline pH broth was used. 

Cristal violet uptake which represented altered permeability was considered to be 

significant when twice the MIC of the essential oil was used compared to the untreated 

group (p<0.05); Reduction of the urease activity could be found when all the 

subinihibitory concentrations were tested compared to the untreated group (p< 0.001). It 

was observed as well alteration on the capsule expression and on the membrane, which 

could be demonstrated by the Anthony´s method and atomic force microscopy, 

respectively.  

 

Keywords: Multi-resistance, antimicrobial activity, Klebsiella pneumoniae, Plectranthus 

amboinicus.



 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Imagem de K. pneumoniae obtida por microscopia de força atômica (MFA). ........... 18 

Figura 2. Colônias de Klebsiella pneumoniae em MacConkey . ............................................... 20 

Figura 3. Imagem da K. pneumoniae submetida à coloração Anthony’s capsule onde a capsula 

mostra-se não corada, refringente. .............................................................................................. 21 

Figura 4. Mecanismos de resistência de K. pneumoniae. .......................................................... 23 

Figura 5. Sítios bacterianos de ação dos compostos naturais. .................................................... 29 

Figura 6. Análise filogenética do gênero Plectranthus. As linhas contínuas representam grupos 

que possuem larga utilização popular e as linhas tracejadas indicam grupos de pouca 

importância. ............................................................................................................................... 30 

Figura 7. Classificação botânica de Plectranthus amboinicus. .................................................. 31 

Figura 8. Estruturas químicas de Carvacrol e Timol. ................................................................ 33 

Figura 9. Sistema do tipo Clevenger . ....................................................................................... 41 

Figura 10. Fluxograma para obtenção e análise do óleo essencial. ............................................ 41 

Figura 11. Esquema da determinação da CIM e CBM de Plectranthus amboinicus contra 

Klebsiella pneumoniae. .............................................................................................................. 45 

Figura A - 1 Composição química do óleo essencial das folhas de P. amboinicus realizada por 

cromatografia gasosa em cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de massa (CG/EM) 

Shimadzu, modelo (QP5050A). 66 

Figura A - 2  Espectro de massas do 4-terpineol. ...................................................................... 66 

Figura A - 3  Espectro de massas do carvacrol .......................................................................... 67 

Figura A - 4  Espectro de massas do β-cariofileno. ................................................................... 67 

Figura A - 5  Espectro de massas do α-Bergamoteno ................................................................ 68 

Figura A - 6  Espectro de massas do oxido de cariofileno ......................................................... 68 

Figura A - 7  Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida Mínima de P. 

amboinicus para Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium e Pseudomonas aeruginosa. .... 69 

Figura A - 8  Efeito do pH na ação do óleo essencial de P. amboinicus para P. aeruginosa, E. 

faecalis e E. faecium .................................................................................................................. 70 

Figura A - 9  Ação bactericida do óleo essencial de P. amboinicus contra Enterococcus 

faecalis. ...................................................................................................................................... 70 

Figura A - 10 Ação bactericida do óleo essencial de P. amboinicus contra Enterococcus 

faecium. ...................................................................................................................................... 71 

Figura A - 11  Ação bactericida do óleo essencial de P. amboinicus contra Pseudomonas 

aeruginosa.................................................................................................................................. 71 

Figura A - 12 Captação de cristal violeta por Enterococcus faecalis previamente incubado com 

óleo essencial de P. amboinicus. ................................................................................................ 72 

Figura A - 13  Captação de cristal violeta por Enterococcus faecium previamente incubado com 

óleo essencial de P. amboinicus. ................................................................................................ 72 

Figura A - 14 Captação de cristal violeta por Pseudomonas aeruginosa previamente incubado 

com óleo essencial de P. amboinicus. ........................................................................................ 73 

Figura A - 15  Imagem de E. faecalis  obtida através de Microscopia de Força Atômica (MFA). 

Representado por (a) Controle; (b) 1X CIM e (c) 2X CIM. ....................................................... 73 

Figura A - 16  Identificação bacteriana manual da família Enterobacteriaceae ......................... 75 

Figura A - 17  Identificação bioquímica simplificada ............................................................... 76 



 

 

LISTA DE QUADROS 

 

 

Quadro 1: Características morfológicas e bioquímicas de K. pneumoniae ................. 6 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 
Tabela 1. Tabela de resistência a drogas em  isolados clínicos de K. pneumoniae. ................... 43 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

2-MPA – Ácido 2-mer-captopropiônico 

AmpC – Betalactamase classe C 

ATCC- American Type Culture Collection 

BHI – Brain Heart Infusion 

CBM – Concentração Bactericida Mínima 

CG/EM – Cromatografia gasosa acoplada à Espectrometria de massa 

CIM – Concentração Inibitória Mínima 

CPS – Polissacarídes capsulares 

DMSO – Dimetilsufóxido 

DNA – Ácido desoxirribonucleico 

EDTA – Ácido etilenodiaminotetracético 

ESBL – Betalactamase de espectro ampliado 

H2S – Ácido sulfídrico  

HCl – Ácido Clorídrico 

ISO – International Organization for Standardization 

KCN – Cianeto de Potássio 

KPC – Carbapenemase de Klebsiella pneumoniae 

LPS – Lipopolissacarídeo 

MBL – Metalobetalactamase 

MFA – Microscópio de Força Atômica 

Na2SO4 – Sulfato de sódio 

NaOH – Hidróxido de sódio 

PBP- Proteína de ligação às penicilinas 

PBS – Tampão fosfato salina 

RNA – Ácido Ribonucleico 

SENTRY – Programa de vigilância epidemiológica e resistência antimicrobiana 

UTI – Unidade de Terapia Intensiva 

VP – Voges-Proskauer 

VRE – Enterococcus resistente a vancomicin



 

 

SUMÁRIO 

 

INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 16 

Infecções hospitalares......................................................................................................... 16 

Multirresistência ................................................................................................................. 16 

Klebsiella pneumoniae: patógeno emergente ..................................................................... 17 

Plantas Medicinais como alternativa de novos medicamentos............................................ 26 

Óleos essenciais ................................................................................................................. 27 

Plectranthus amboinicus .................................................................................................... 29 

JUSTIFICATIVA ................................................................................................................... 36 

OBJETIVOS .......................................................................................................................... 38 

MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................................... 40 

Coleta do material botânico ................................................................................................ 40 

Obtenção do óleo essencial ................................................................................................ 40 

Análise do óleo essencial.................................................................................................... 42 

Verificação da concentração inibitória mínima (CIM) ....................................................... 43 

Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) ............................................... 45 

Cinética de inibição do crescimento bacteriano .................................................................. 46 

Ensaio do pH ...................................................................................................................... 46 

Ensaio do Cristal Violeta .................................................................................................... 46 

Efeito de níveis de Sub-CIM e CIM de P. amboinicus na atividade da Urease .................. 47 

Efeito de níveis de Sub-CIM e CIM de P. amboinicus na expressão da cápsula .......... 47 

Microscopia de Força Atômica........................................................................................... 48 

Análise estatística ............................................................................................................... 48 

ARTIGO ................................................................................. Error! Bookmark not defined. 

CONCLUSÃO ....................................................................................................................... 58 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 60 

ANEXOS ................................................................................................................................... 

Análise cromatográfica do óleo essencial de Plectranthus amboinicus .............................. 66 

Outros resultados ................................................................................................................ 69 

Identificação bacteriana manual da família Enterobacteriaceae.......................................... 75 

Identificação bioquímica simplificada ................................................................................ 76 

Preparo do óleo essencial, Meios de Cultura e Reagentes .................................................. 77 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 



16 

 

INTRODUÇÃO 

 

Infecções hospitalares 

 

 Pacientes internados em instituições de saúde estão expostos a uma variedade de 

microrganismos patogênicos, principalmente em unidades de terapia intensiva (UTI) onde é 

comum o uso de antimicrobianos de amplo espectro. O Ministério da Saúde define que as 

infecções hospitalares são aquelas adquiridas especificamente após admissão do paciente em 

unidade hospitalar e que se manifestam durante a internação ou após a alta, quando 

relacionada com a internação ou procedimentos hospitalares (ABBEG ; SILVA, 2011). 

 No Brasil, 5 a 15% dos pacientes hospitalizados e 25 a 35% dos pacientes admitidos 

em UTIs adquirem infecção hospitalar, sendo considerada a quarta causa de mortalidade. 

Sabe-se que as doenças infecciosas são responsáveis por 17 a 20 milhões de óbitos por ano 

em todo o mundo, além disso, cerca de 10 milhões adquirem infecção hospitalar e, destes, 

quase 300 mil morrem (BUCHALLA; WALDMAN; LAURENTI, 2003; APECIH, 2005). 

 

Multirresistência 

 

 Não se tem uma definição universalmente aceita para microrganismos 

multirresistentes, podendo ser baseada, a depender do enfoque, quanto à epidemiologia, 

microbiologia e aspectos clínicos. No entanto, pode ser definida como aqueles 

microrganismos classicamente hospitalares que apresentam resistência a uma ou mais classe 

de antimicrobianos de uso habitual. Essa resistência deve ter relevância clínica e 

epidemiológica com possibilidade de surtos ou transmissão de seu mecanismo de resistência 

(LOPEZ-PUEYO, 2011).  

 O aumento da frequência de infecções causadas por esses microrganismos é uma 

realidade que tem preocupado a classe científica em todo o mundo. De acordo com resultados 

do Programa de vigilância epidemiológica e resistência antimicrobiana da América Latina e 

Brasil (SENTRY), os bastonetes Gram-negativos não fermentadores (Acinetobacter spp. e 

Pseudomonas aeruginosa) multirresistentes e as Enterobacteriaceae (Klebsiella pneumoniae, 

Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp. e Proteus mirabilis) produtoras de β-

lactamases de espectro ampliado (ESBL) constituem o principal problema de 
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farmacorresistência nesses locais; da mesma forma, adquirem importância os cocos Gram-

positivos, Enterococcus spp. e Staphylococcus aureus resistentes à oxacilina/meticilina. As 

manifestações clínicas das infecções são semelhantes às causadas pelas cepas sensíveis, no 

entanto, as opções terapêuticas ainda são extremamente limitadas (GUIDELINE ; et al., 2006; 

PATEL ; et al., 2008; COSGROVE, 2006). 

 A prevalência de microrganismos multirresistentes varia temporal e geograficamente e 

também está relacionada com o tipo e nível de cuidados, como por exemplo, nas UTIs, onde 

há uma maior prevalência de infecções causadas por microrganismos multirresistentes. A 

frequência dessas infecções, embora não seja elevada, pode causar doenças graves e de alta 

mortalidade. Essa frequência tende a aumentar como ocorreu, por exemplo, com cepas de 

Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) que correspondiam a 1% dos isolamentos em 

hospitais em 1990 nos EUA; em 1997 aumentou significativamente, chegando a 28,5% em 

2003. Vários fatores podem ter contribuído para este aumento de incidência, tais como, 

pressão seletiva exercida pela exposição a agentes antimicrobianos em hospitais e na 

comunidade, adesão a práticas inadequadas de controle de infecção, ou combinação de ambos 

fatores  (GUIDELINE ; et al., 2006). 

 

Klebsiella pneumoniae: patógeno emergente 

 

 A grande variedade e gravidade das síndromes infecciosas ocasionadas por Klebsiella 

pneumoniae (Figura 1), bem como as elevadas taxas de resistência desse microrganismo 

encontradas em muitos hospitais, colocou-a como um patógeno de grande importância a nível 

de Saúde Pública (BEHAR, 2004). 
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Figura 1. Imagem de K. pneumoniae obtida por microscopia de força atômica (MFA). 

 

(Fonte própria) 

 

TAXONOMIA E CLASSIFICAÇÃO 

 

 A família Enterobacteriaceae é constituída por um grupo heterogêneo de bactérias 

Gram-negativas, nesse grupo encontra-se a tribo Klebsielleae. Os microrganismos dessa 

família são encontrados em toda parte, em plantas, água, solo e no trato intestinal humano. 

Algumas espécies estão facilmente distribuídas no meio ambiente e ocupam uma ampla gama 

de hospedeiros, enquanto outras espécies possuem nichos limitados. Nessa família estão 

inclusos gêneros clinicamente importantes como Escherichia, Salmonella, Klebsiella, 

Shigella, Yersinia e Enterobacter. Os microrganismos pertencentes a essa família são 

responsáveis por um grande número de enfermidades causadas por bactérias Gram-negativas, 

tais como, pneumonia, septicemia, meningite, infecção do trato urinário e infecções intestinais 

(BRENNER; STEIGERWALT; FANNING, 1972; JAWETZ, 2009; KONEMAN, 2008). 

 O gênero Klebsiella foi assim descrito em homenagem a Edwin Klebs, um 

microbiologista alemão do final do século XIX. O gênero era classificado tradicionalmente, a 

partir de análises bioquímicas, em K. pneumoniae, K. ozaenae e K. rhinoscleromatis. 

Entretanto, com o advento de métodos de hibridização do DNA, ficou demonstrado que 

aquelas espécies bacterianas apresentavam percentuais elevados de homologia na sequência 

de DNA, o que demonstrou que eram representantes de uma única espécie, K. pneumoniae. 

Esta passou a ser classificada em três subespécies: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. 

pneumoniae subsp. ozaenae e K. pneumoniae subsp. rhinocleromatis. Estudos moleculares 

permitiram a descrição de outras espécies, tais como, K. oxytoca, K. ornithinolytica e K. 
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planticola, estas últimas anteriormente designadas como K. trevisanii e K. terrigena 

(KONEMAN, 2008).  

 Klebsiella pneumoniae foi inicialmente identificado por Carl Friendlander em 1882, a 

partir de amostras de pulmão de pacientes que foram a óbito devido à pneumonia.  Em 

decorrência de sua descoberta, a bactéria era conhecida como bacilo de Friendlander, tendo 

sido responsável pela causa de pneumonias graves e fatais (KONEMAN, 2008). 

 Estudos sobre a análise comparativa das sequências dos genes que codificam a 

subunidade β da RNA polimerase bacteriana, realizados por Drancourt et al. (2001),  

confirmaram que o gênero Klebsiella é heterogêneo, sendo dividido em três grupos 

filogenéticos: Grupo I (K. pneumoniae  subesp. pneumoniae, rhinoscleromatis  e  ozaenae; e 

K. granulomatis); Grupo II (K. ornithinolytica, K. planticola, K. trevisanii e K. 

terrígena);Grupo III (K. oxytoca). Ainda baseado nesse estudo, foi sugerida a divisão do 

gênero Klebsiella em dois, ou seja, Klebsiella e Raoultella, deixando K. oxytoca como táxon 

monofilético (DRANCOURT; BOLLET; CARTA, 2001). 

 

CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS E BIOQUÍMICAS 

  

 Cepas de K. pneumoniae apresentam-se em ágar MacConkey sob a forma de colônias 

brilhantes, elevadas, com diâmetros de 3 a 4 mm, de aspecto mucoide e coloração rósea 

(Figura 2). Quando submetidas à coloração de Gram, mostram-se como bacilos Gram-

negativos grandes isolados, em cadeias curtas ou aos pares. Apresentam cápsula (Figura 3) que 

mede 0,3 a 1µm de diâmetro e bacilo com comprimento variando de 0,6 a 6,0µm de 

comprimento (KONEMAN, 2008; JAWETZ, 2009). Outras características de identificação de 

K. pneumoniae encontram-se no Quadro 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 

 

Quadro 1: Características morfológicas e bioquímicas de K. pneumoniae. 

 

 

Características morfológicas e bioquímicas 

 

Não esporuladas; 

Imóveis; 

Anaeróbias facultativas, mas crescem melhor em condições aeróbias,  

Fermentadoras de glicose;  

Não produtoras de ácido sulfídrico (H2S); 

Crescem em meios contendo cianeto de potássio (KCN positiva); 

Podem utilizar o citrato como única fonte de carbono; 

Podem produzir butilenoglicol como produto final da fermentação de glicose (VP 

positiva); 

Podem ou não formar gás a partir da fermentação de glicose; 

Realizam hidrólise da ureia. 

 

(Fonte: JAWETZ, 2009). 

 

 

Figura 2. Colônias de Klebsiella pneumoniae em MacConkey . 

 

(Fonte própria) 
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Figura 3. Imagem da K. pneumoniae submetida à coloração Anthony’s capsule onde a capsula mostra-se não 

corada, refringente. 

 

 

(Fonte própria) 

 

INFECÇÕES CAUSADAS POR K. pneumoniae 

 

 A maioria das infecções causadas por K. pneumoniae estão associadas aos serviços de 

saúde ou a pacientes imunocomprometidos e podem causar uma variedade de síndromes 

clínicas, dentre elas, as mais comuns são infecções do trato urinário, ferida operatória, 

pneumonia, infecção do cateter vascular, do trato biliar, peritonites, meningites e bacteremias 

(SCHWABER ; et al., 2006; BRATU ; et al., 2005; MARCHAIM; NAVON-VENZIA; 

SCHWABER, 2008; NOGUEIRA ; et al., 2009). 

MECANISMOS DE VIRULÊNCIA E PATOGENICIDADE DE K. pneumoniae 

 

 Os fatores de virulência de K. pneumoniae decorrem da presença de cápsula,  adesinas, 

lipopolissacarídeos (LPS), sideróforos e da capacidade de produzir ureases (SILVEIRA ; et 

al., 2010).  

 A cápsula, composta de polissacarídeos, possui 77 sorogrupos distintos, é responsável 

pelo crescimento mucoide em placas de ágar, e apresenta-se em camada espessa de estruturas 

fibrilares que protege a bactéria da fagocitose por leucócitos polimorfonucleares, 

monócitos/macrófagos e de fatores do soro, como a fração C3b do complemento (CHHIBER; 

AGGARWAL; YADAV, 2003). 



 

 

 Outras estruturas relevantes são pili do tipo 1 e 3, além de adesinas envolvidas na 

primeira etapa da colonização bacteriana. Os pili (ou fímbrias) são responsáveis pela ligação 

ao muco, ao epitélio urogenital, intestinal e respiratório. Os sideróforos atuam facilitando a 

captação de ferro livre, essencial para sua sobrevivência no hospedeiro (GUPTA ; et al., 2003; 

CHHIBER; AGGARWAL; YADAV, 2003). 

 A produção de urease se apresenta como um importante fator de virulência. K. 

pneumoniae é capaz de utilizar uréia como fonte de nitrogênio para o crescimento devido à 

sua capacidade de hidrolisar uréia em amônia e dióxido de carbono utilizando urease 

citoplasmática. A liberação de amônia, agente fortemente alcalino, também pode ser um fator 

de lesão tecidual importante para a manutenção da infecção(MARONCLE; RICH; 

FORESTIER, 2006). 

 Outro fator de patogenicidade também muito importante, é a capacidade de formação 

de biofilme. Biofilmes são populações bacterianas que se distribuem em várias camadas e se 

incorporam a uma matriz polimérica extracelular aderida a superfícies bióticas ou abióticas 

(APARNA ; YADAV, 2008). O desenvolvimento de biofilmes nem sempre estão 

correlacionados com virulência, mas favorecem as cepas patogênicas capazes de produzi-la 

(LAVENDER; JAGNOW; CLEGG, 2004). 

 

 RESISTÊNCIA DE K. pneumoniae A FÁRMACOS 

 

 A possibilidade de adaptação das bactérias à presença de antimicrobianos é anterior ao 

advento da penicilina. Essa capacidade de adaptação a ambientes nocivos foi ignorado por 

séculos pela população e pelos profissionais de saúde. Como resultado dessa negligência e do 

uso abusivo dos antimicrobianos, as bactérias desenvolveram vários mecanismos de 

sobrevivência aos diversos tipos de ambientes (LEVY ; MARSHALL, 2004). 

 Essa capacidade de desenvolvimento de mecanismos de resistência pode dificultar o 

desenvolvimento de novos antimicrobianos. Entre os mecanismos de resistência que K. 

pneumoniae utiliza, podem ser citadas alteração do sítio alvo de ação, alteração da 

permeabilidade da membrana externa bacteriana e produção de enzimas promotoras de 

resistência (ver Figura 4) (LEVY ; MARSHALL, 2004).  
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Figura 4. Mecanismos de resistência de K. pneumoniae. 

 

 

 

 

(Fonte: LEVY; MARSHALL, 2004). 

 

 

Entre as enzimas promotoras de resistência, as mais conhecidas são as betalactamases. 

Até o momento, as betalactamases de interesse clínico e que apresentam espectro de ação 

sobre os fármacos betalactâmicos são quatro: betalactamase de espectro estendido (ESBL), 

carbapenemase de Klebsiella pneumoniae (KPC), metalobetalactamase (MBL) e 

betalactamase classe C (AmpC).  

 As ESBLs são enzimas produzidas por bacilos Gram-negativos que hidrolisam a 

cadeia oximino-betalactâmica, exceto carbapenêmicos e cefamicinas. Os genes que as 

codificam estão localizados em plasmídeos, sendo que a ação das enzimas pode ser inibidas in 

vitro, quando se utiliza inibidores de betalactamases, como ácido clavulânico, sulbactam ou 

tazobactam (PATERSON ; BONOMO, 2005). 

 A enzima KPC foi descoberta nos Estados Unidos em 2001, é predominantemente 

encontrada em K. pneumoniae, mas já foi relatada em Enterobacter sp., Salmonella sp. e 

Pseudomonas sp. Do ponto de vista funcional, ela pertence à classe das ESBLs, no entanto a 
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KPC além de hidrolisar os carbapenêmicos, também é capaz de inativar os antibióticos do 

grupo penicilinas, cefalosporinas e monobactâmicos. Possui ainda a capacidade de hidrolisar 

todas as cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geração e aztreonam. É comum entre 

cepas que apresentam genes para a produção de KPC, a presença de genes de resistência a 

outros antibióticos como os macrolídeos e aminoglicosídeos (HIRSCH ; TAM, 2010; 

PATERSON ; BONOMO, 2005; BERTRAND ; et al., 2006). 

 Outra carbapenemase importante é a MBL, que degrada os betalactâmicos, exceto 

aztreonam, mas pode ser inibida por agentes quelantes como o ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) e o ácido 2-mercaptopropiônico (2-MPA) (PATERSON ; 

BONOMO, 2005). 

 Há ainda a AmpC, que é capaz de hidrolisar penicilinas, monobactâmicos e até 

cefalosporinas de terceira geração. Nas últimas duas décadas, a transferência de plasmídeos 

contendo o gene da betalactamase classe C tem sido frequentemente documentada. Nesse 

caso, tal resistência pode não ser identificada no antibiograma. Resultados de estudos 

epidemiológicos têm mostrado crescimento do número de isolados bacterianos com esse tipo 

de mecanismo de resistência (PITOUT, 2008; ROSSI ; ANDREAZZI, 2005). 

 

 TRATAMENTO DE INFECÇÕES POR K. pneumoniae 

 

 Os antibióticos mais utilizados para tratar infecções por K. pneumoniae são as 

cefalosporinas de espectro ampliado. Entretanto, com o advento de espécies produtoras de 

ESBL, houve um aumento da resistência as cefalosporinas, tornando difícil o tratamento 

dessas infecções. Os antimicrobianos mais eficazes para K. pneumoniae têm sido a 

ciprofloxacina e os carbapenêmicos (BRADFORD, 2001; KANG ; et al., 2004; ULLAH ; 

MALIK, 2009). 

 A ciprofloxacina é constituída por ácido 3-quinolino-1-ciclopropil-6-flúor-1,4-dihidro-

4-oxo-7-(1-piperazinil) carboxílico, sendo uma quinolona de 3ª geração, e possui ação contra 

bactérias Gram negativas. Seu mecanismo de ação resulta da inibição da topoisomerase 

bacteriana do tipo II (DNA girase) e topoisomerase IV, necessárias para a replicação, 

transcrição, reparo e recombinação do DNA bacteriano. A resistência bacteriana ocorre 

rapidamente quando o fármaco é utilizado em esquemas de monoterapia, através de três 

mecanismos principais, ou seja, através de mutação no gene que codifica a enzima DNA 

girase, ou por alteração na membrana celular da bactéria, tornando-a impermeável às 
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fluoroquinolonas. Este tipo de ação resulta em redução do fármaco para o interior da célula ou 

no aumento da expulsão do fármaco para fora da célula bacteriana através de bombas de 

efluxo. Os mecanismos de resistência que inativam as penicilinas, cefalosporinas, 

aminoglicosídeos, macrolídeos e tetraciclinas não interferem na atividade antibacteriana da 

ciprofloxacina e não se conhece resistência cruzada entre ciprofloxacina e outros 

antimicrobianos (GOODMAN ; GILMAN, 2005; JAWETZ, 2009). 

 Os antibióticos carbapenêmicos (imipenem e meropenem) são betalactâmicos de 

amplo espectro, derivados da tienamicina. Possuem considerável estabilidade diante das 

betalactamases, incluindo as de amplo espectro (ESBL), dessa forma, são considerados 

fármacos de reserva, sendo empregados como último recurso no tratamento de infecções 

hospitalares causadas por bactérias Gram-negativas resistentes aos demais betalactâmicos ou 

outros antibacterianos (JAWETZ, 2009; NEVES ; et al., 2011).  

 A resistência a carbapenêmicos pode ocorrer pela perda de porinas, pela presença de 

proteínas de ligação às penicilinas (PBP) com baixa afinidade para carbapenêmicos, 

superexpressão de bombas de efluxo e hidrólise enzimática. Entre os mecanismos 

responsáveis pela resistência ao imipenem, a impermeabilidade da membrana, devido à perda 

de porinas ou à superexpressão das bombas de efluxo, que confere uma resistência adicional a 

várias classes de antibióticos, como resultado de um efeito cascata gerado por múltiplos 

mecanismos de resistência inter-relacionados (JAWETZ, 2009; NEVES ; et al., 2011). 

 

EPIDEMIOLOGIA DE K. pneumoniae 

 

 Espécies do gênero Klebsiella podem ser encontradas na natureza, em fezes humanas e 

de outros animais, uma vez que são colonizadores naturais do trato gastrointestinal de 

humanos e animais. Em humanos, K. pneumoniae faz parte da microbiota natural da 

nasofaringe e do trato gastrointestinal. Além disso, sobrevivem mais tempo nas mãos, pele e 

objetos inanimados, quando comparado as demais espécies da família Enterobacteriaceae. 

Embora este microrganismo faça parte da microbiota normal, ele pode causar diversas 

doenças, como pneumonia, infecções do trato urinário, diarreia, bacteremia e infecções de 

feridas cirúrgicas (KONEMAN, 2008). 

 Inicialmente, K. pneumoniae foi considerada uma das principais causas de pneumonia 

adquirida na comunidade. Ao longo dos anos, o número de casos de pneumonia atribuído à K. 

pneumoniae diminuiu, no entanto, persiste como patógeno oportunista, acometendo 
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principalmente pacientes imunocomprometidos. É responsável por 3 a 8% das infecções 

hospitalares, cujas taxas de mortalidade são bastante elevadas (LEAVITT ; et al., 2009). 

 Dentro de uma perspectiva mundial, um estudo realizado em Unidades de Terapia 

Intensiva, Enfermaria de Oncologia e Hematologia da Malásia, detectou o gênero Klebsiella 

spp. com maior frequência (36,5%) dentre os patógenos isolados, seguido de Pseudomonas 

spp. (20%) e E. coli (17,5%). Em outro estudo realizado em Unidades de Terapia Intensiva 

Neonatais, Pediátricas ou Oncológicas na Arábia Saudita, K. pneumoniae foi um patógeno 

frequentemente encontrado entre os anos de 1997 e 1999, representando 15-17% dos agente 

etiológicos de infecções hospitalares (ARIFIN ; et al., 2004; BILAL ; GEDEBOU, 2000). 

Dados do Programa de Vigilância a Antimicrobianos em Hospitais Brasileiros 

(SENTRY) mostraram que a frequência de K. pneumoniae em bacteremias e pneumonias foi 

de 12,5% e 13,5%, respectivamente. Em um estudo realizado com infecções de úlceras de 

pacientes diabéticos no Ceará, verificou-se que K. pneumoniae  foi frequentemente 

encontrada (ANDRADE ; et al., 2008).  

 

Plantas Medicinais como alternativa de novos medicamentos 

 

A utilização de plantas medicinais é uma prática muito comum de terapêutica desde os 

primórdios, onde foram sendo acumuladas informações passadas de geração em geração. No 

século XX, o surgimento dos antibióticos produzidos por fermentação microbiana, aliado à 

síntese de fármacos pela indústria farmacêutica, logo após a II Guerra Mundial, fez com que 

houvesse declínio no uso de plantas medicinais e investimentos de fármacos de origem 

vegetal (MONTANARI ; BOLZANI, 2001). No período pós-guerra, com a grande utilização 

de fármacos sintéticos, o uso de plantas medicinais ganhou bastante espaço como tratamento 

alternativo e, desde então, tem se intensificado com o aumento de estudos científicos 

relacionados com o tema, especialmente no Brasil (MONTANARI ; BOLZANI, 2001). 

O Brasil detém a maior biodiversidade, ou seja, 67% das espécies vegetais do mundo 

encontram-se nas florestas tropicais brasileiras, cuja área corresponde a 7% da superfície da 

terra. Em nosso meio, o conhecimento do uso de plantas medicinais é amplo, há tecnologia 

para processar tal conhecimento e, consequentemente, grande potencial para expansão de 

pesquisas na área (BRASIL, 2006). Baseado nisso e fundamentado na Portaria nº 971 de 

2006, foi estabelecida a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos, aprovada 

através do decreto N° 5.813, cujas diretrizes para o desenvolvimento de ações garantem o 
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acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterápicos, promovendo o uso 

sustentável da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indústria nacional 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). 

As plantas aromáticas como possuem óleos voláteis ou essenciais têm sido usadas como 

flavorizantes, aromatizantes, além de seu uso medicinal (LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 

2006). Cada planta é constituída de inúmeros princípios ativos que podem agir de forma 

sinérgica, de maneira que o resultado dessa ação conjunta é representativo. É importante 

ressaltar que o tratamento a base de fitoterápicos requer, como qualquer outro tipo de 

tratamento, uma avaliação correta da aplicabilidade da planta sobre uma determinada 

patologia (BURT, 2004). 

 

Óleos essenciais 

  

 Óleos essenciais de acordo com a International Organization for Standardization 

(ISO), no documento 9235 de 1997, constituem uma mistura complexa de substâncias voláteis 

lipofílicas, geralmente odoríferas e líquidas (SIMÕES, 2007). 

 A constituição química dos óleos essenciais varia com a hora e época da coleta do 

material botânico, região geográfica, condições do solo e com o método de extração. Podem 

ser constituídos de hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples e terpênicos, aldeídos, cetonas, 

fenóis, ésteres, éteres, óxidos, peróxidos, furanos, ácidos orgânicos, lactonas, cumarinas e 

compostos com enxofre. Os óleos essenciais, são empregados nas indústrias de perfumaria, 

alimentos e bebidas, e também em aplicações terapêuticas e são denominados essenciais pelo 

fato de apresentarem um aroma agradável (SIMÕES, 2007). 

 Os óleos essenciais são geralmente extraídos por destilação podendo também ser 

extraídos com o uso de solventes (VAGIONAS ; et al., 2007). Possuem aspecto oleaginoso a 

temperatura ambiente e são voláteis, o que os diferencia dos óleos fixos que são misturas 

lipídicas obtidas normalmente de sementes (soja, girassol, mamona). São solúveis em 

solventes orgânicos apolares, como o éter, sendo também designados por óleos etéreos ou do 

latim, aetheroleum. Apresentam baixa solubilidade em água, mas suficiente para que ocorra a 

formação de hidrolatos, que consistem de uma mistura de água com elementos bioativos e 

aromáticos (resultantes do processo de extração de um óleo essencial por arraste a vapor e 

hidrodestilação). Os hidrolatos podem ser parcialmente responsáveis pelas propriedades 

terapêuticas da planta (BURT, 2004; SIMÕES, 2007). 

http://www.iso.org/
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 Os óleos essenciais possuem um ou dois componentes majoritários ativos em 

concentrações variáveis, como por exemplo o tomilho possui timol (até 60% do total de 

componentes encontrados nos óleos essenciais), canela possui cinamaldeído (até 75%), 

orégano, timol (até 64%) e malvarisco, carvacrol (até 80%) (BURT, 2004; GONÇALVES ; et 

al., 2010). 

 

AÇÃO ANTIMICROBIANA DE ÓLEOS ESSENCIAIS 

 

 Os óleos essenciais representam um grupo de antimicrobianos naturais, 

tradicionalmente utilizados na prevenção da contaminação de alimentos e são também 

avaliados para uso em diversos produtos como cimentos dentários, antissépticos e 

suplementos alimentares (BURT, 2004; SIMÕES, 2007). 

 Muitos estudos acerca das propriedades antimicrobianas dos óleos essenciais foram 

realizados, no entanto os mecanismos de ação destes e de seus constituintes ainda são pouco 

explorados (POZZATTI ; et al., 2008). Alguns estudos têm mostrado ações dos óleos 

essenciais sobre a membrana citoplasmática, desestabilização da força próton-motriz fluxo, de 

elétrons, transporte ativo e coagulação do conteúdo celular (SILVA ; FERNANDES JÚNIOR, 

2010; BURT, 2004) (Figura 5).  

Nem todos os mecanismos de ação agem em alvos específicos podendo alguns sítios 

ser afetados devido a outros mecanismos (BURT, 2004). Há ainda estudos que sugerem que a 

maioria dos óleos essenciais atua através de modificações na estrutura da parede celular do 

microrganismo, promovendo alterações na permeabilidade da membrana citoplasmática 

através de modificação no gradiente de íons de hidrogênio (H+) e potássio (K+), o que faz 

com que haja perda do controle quimiosmótico da célula e consequente morte do 

microrganismo. Acredita-se que os compostos fenólicos são os principais responsáveis por 

essas ações e foi demonstrado que timol e carvacrol acumulam-se na membrana celular de P. 

aeruginosa e S. aureus aumentando em 90% a permeabilidade celular desses microrganismos 

(DORMAN ; DEANS, 2000; LAMBERT ; et al., 2001). 
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Figura 5. Sítios bacterianos de ação dos compostos naturais. 

 

 

(Fonte: SILVA;FERNANDES JUNIOR, 2010). 

 

Plectranthus amboinicus, por se tratar de uma planta rica em metabólitos com 

potenciais ações antimicrobianas e anti-inflamatórias, tem sido alvo de estudos, embora de 

uma forma um pouco escassa (RICE ; et al., 2011). 

 

Plectranthus amboinicus 

 

CONSIDERAÇÕES BOTÂNICAS 

 

 Plectranthus amboinicus é classificada taxonomicamente dentro da família 

Lamiaceae, subfamília Nepetoideae e tribo Ocimeae (LUKHOBA, SIMMONDS, PATON, 

2006). Esta família possui diversos gêneros tais como hortelã (Mentha), sálvia (Salvia), 

manjericão (Ocimum) e Plectranthus sendo que este último contém cerca de 350 espécies e 

pode ser encontrado na Ásia, África e Austrália (HARLEY ; REYNOLDS, 1992). 

 O gênero Plectranthus têm importância econômica por ser  bastante utilizada em 

ornamentação, culinária e medicinal (LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 2006). As espécies 

mais utilizadas na medicina tradicional em todo o mundo são: P. amboinicus, P. vettiveroides, 

P. barbatus, P. mollis, P. coetsa e P. incanus, e no estado do Ceará, têm sido utilizadas 

principalmente P. amboinicus Andr., P.  barbatus  (Lour)  Spreng,  P. ornatus e P. grandis.  

Estas  espécies apresentam capacidade de síntese de uma variedade de metabólitos 
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secundários, como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e fenólicos, alguns com 

propriedades biológicas comprovadas (LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 2006). 

 As 62 espécies de Plectranthus foram mapeadas através de estudo filogenético 

baseado nas sequências de DNA (LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 2006). Dois clados 

foram descritos, sendo que P. amboinicus está categorizada no Clado 1, como está ilustrada 

na Figura 6.  

 

Figura 6. Análise filogenética do gênero Plectranthus. As linhas contínuas representam grupos que possuem 

larga utilização popular e as linhas tracejadas indicam grupos de pouca importância. 

 

 

(Fonte: LUKHOBA, SIMMONDS, PATON., 2006) 

 

Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (Figura 7) é uma planta aromática de 

provável origem indiana, perene, pode atingir até 1m de altura, possui folhas com pecíolos 
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que medem entre 1,5 a 4,5 cm com aspecto carnudo, crenadas e com alto teor mucilaginoso, 

apresentando sabor e aromas semelhantes ao orégano. Ela é conhecida popularmente no Brasil 

como malvariço, malvarisco, malva, hortelã da folha grande, hortelã grossa e hortelã grande 

(MATOS ; et al., 1999). 

 

Figura 7. Classificação botânica de Plectranthus amboinicus. 

(Fonte própria) 

 

COMPOSIÇÃO QUÍMICA 

 

 Plectranthus é rico em óleos essenciais e possui como principais constituintes 

terpenóides (mono e sesquiterpenos). Os terpenóides formam uma larga família com diversas 

estruturas derivadas das unidades isoprênicas C5. Em sua biossíntese, 3 moléculas de Acetil-

CoA formam o ácido mevalônico. O ácido mevalônico sofre descarboxilação e desidratação 

para formar pirofosfato de isopentila que se condensa com dedimetila para dar origem aos 

monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e outros terpenos. Os diterpenos são 

formados pela união de quatro unidades de isopreno e são encontrados principalmente nas 

resinas de plantas. Eles se apresentam em estruturas acíclicas como o fitol, monocíclicas 

como a vitamina A, bicíclica, esclareol, tricíclica como ácido abiético que está presente em 
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grandes quantidades na resina de Coníferas e tetracíclico como a barbatusina (MURTHY; 

RAMALAKSHMI; SRINIVAS, 2009; LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 2006).  

 Dentre as espécies de Plectranthus a que apresenta maior rendimento em termos de 

óleo essencial é a Plectranthus amboinicus, que apresenta dois quimiótipos, um rico em timol 

e outro em carvacrol (MURTHY; RAMALAKSHMI; SRINIVAS, 2009). Na Índia, o óleo 

essencial de P. amboinicus é rico em carvacrol (70%), corroborando com os dados obtidos em 

um estudo realizado no interior do Ceará que mostrou que o óleo essencial dessa espécie 

também é rico em carvacrol (68%) (COSTA ; et al., 2010). Em trabalho prévio, nosso grupo 

mostrou que o óleo essencial da planta pode possuir níveis ainda mais elevados de carvacrol, 

ou seja de 90,55% (OLIVEIRA ; et al., 2010). Além desses constituintes, outros já foram 

identificados e isolados, tais como: carvacrol, cariofileno, terpineol, timol, β-cariofileno, 

óxido de cariofileno, flavonóides como apigenina, quercetina, luteonina e taxifolina, além de 

ácidos terpênicos e taninos (OLIVEIRA ; et al., 2010). 

 Carvacrol (2-metil-5-isopropil-fenol) é um dos principais responsáveis pela 

propriedade antimicrobiana do óleo essencial. A estrutura do timol (5-isopropil-2-metil-fenol) 

é semelhante a do carvacrol (Figura 8) e diferencia-se quanto à localização do grupo hidroxila 

no anel aromático. Seus mecanismos de ação em bactérias são semelhantes aos de outros 

compostos fenólicos, ou seja, ambas as substâncias tornam a membrana bacteriana permeável, 

desintegrando a membrana externa de bactérias Gram-negativas, que liberam 

lipopolissacarídeos (LPS), e levam ao esgotamento de ATP intracelular e interrupção da força 

motriz de prótons. A presença de cloreto de magnésio não influencia na ação, sugerindo um 

mecanismo quelante de diferentes cátions na membrana externa (SILVA ; FERNANDES 

JÚNIOR, 2010). 
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Figura 8. Estruturas químicas de Carvacrol e Timol. 

 

(Fonte: BURT, 2004) 

 

USO POPULAR E AÇÃO FARMACOLÓGICA DE Plectranthus amboinicus 

  

 As propriedades terapêuticas de Plectranthus podem ser encontradas nas diversas 

partes da planta (caules, folhas, raízes e tubérculos). P. amboinicus e P. barbatus (68% do uso 

medicinal do gênero) são utilizadas em 13 categorias de doenças referidas no Economic 

Botany Data Collection Standard (COOK, 1995). Como exemplos, podem ser mencionados 

as doenças respiratórias, de pele, queimaduras, febre, tosse, hemorragias e em infecções 

bacterianas e virais (RICE ; et al., 2011; LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 2006). 

 Plectranthus amboinicus é utilizada como anti-séptico bucal com ação protetora na 

mucosa da boca, balsâmico, no tratamento de rouquidão, inflamação da boca e garganta, 

constipação, cefaleia, tosse, rouquidão, febre e doenças digestivas (LORENZI ; MATOS, 

2002; MORAIS ; et al., 2005). Possui ainda propriedades farmacológicas conhecidas como 

anticonvulsivante, antiasmática, antiespasmódica, broncodilatador, antimicrobianas, 

antitumoral e anti-inflamatória. Ela tem sido utilizada principalmente na forma de infusão e 

de xarope  (MATOS, 2000). 

 Pouco se sabe sobre o efeito antimicrobiano de P. amboinicus contra Klebsiella 

pneumoniae. Apenas dois estudos foram encontrados, um realizado por Manjamalai et al., 

(2010) que avaliou a ação dos extratos em acetona e em metanol e outro realizado por Costa 

et al., (2010) que avaliou a ação do óleo essencial. No entanto, nenhum outro estudo foi 
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realizado com o óleo essencial de P. amboinicus quanto ao seu efeito antimicrobiano, 

tampouco sobre seu mecanismo de ação.   

 Desta forma, baseados na literatura revisada, diante da escassa literatura científica 

encontrada e da urgente necessidade de respaldar o saber popular sobre a utilidade de P. 

amboinicus, esse estudo busca aprofundar o conhecimento quanto à ação bactericida do 

mesmo. 
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JUSTIFICATIVA 

 

 

Baseado em estudos prévios (OLIVEIRA ; et al., 2010) onde pode-se comprovar 

através de estudos in vitro e in vivo a ação do óleo essencial e de extratos de P.amboinicus 

contra Staphylococcus aureus resistente à oxacilina, e pelo fato de que na literatura não há 

referências sobre a ação do óleo essencial de P. amboinicus sobre Klebsiella pneumoniae, 

decidiu-se dedicar o presente trabalho a avaliar sua eficácia sobre cepa padrão e cepas clínicas 

multirresistentes de K. pneumoniae, bem como investigar alguns de seus mecanismos de ação. 
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OBJETIVOS 

 

 

OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar a atividade antibacteriana e mecanismo de ação do óleo essencial de 

Plectranthus amboinicus frente a cepas multirresistentes de Klebsiella pneumoniae. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Realizar a extração e identificar a constituição química do óleo essencial de 

Plectranthus amboinicus; 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida 

Mínima (CBM) do óleo essencial de P. amboinicus frente a cepas multirresistentes de 

K. pneumoniae; 

 Avaliar a cinética de crescimento da cepa padrão e cepas clínicas multirresistentes de 

K. pneumoniae na presença do óleo essencial; 

 Avaliar a ação do óleo essencial frente a cepa padrão de K. pneumoniae contra 

expressão da cápsula, produção de urease, permeabilidade da parede celular e 

alteração da membrana celular.  
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 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 Coleta do material botânico 

 

A coleta das folhas de Plectranthus amboinicus foi realizada no Horto de Plantas 

Medicinais Francisco José de Abreu Matos da Universidade Federal do Ceará (HPM-

FJAM/UFC). Uma exsicata está depositada no Herbário Prisco Bezerra da Universidade 

Federal do Ceará – UFC sob registro #40080. 

                                                                             

Obtenção do óleo essencial 

 

O procedimento para obtenção e análise da constituição química do óleo essencial foi 

realizado no Departamento de Química orgânica e Inorgânica sob supervisão da Profa. 

Gilvandete Maria Pinheiro Santiago. 

As folhas frescas (2 kg) coletadas no período da manhã foram previamente trituradas e 

submetidas à extração do óleo essencial através do processo de hidrodestilação em sistema do 

tipo Clevenger (Figura 9) por duas horas (MATOS ; et al., 1999). O óleo essencial coletado, 

após secagem com sulfato de sódio anidro (Na2SO4) e filtração, foi pesado obtendo-se 

rendimento de 0,25%. Em seguida foi armazenado em frascos fechados sob condições de 

baixa luminosidade a 4ºC. O rendimento foi calculado baseado no peso das folhas frescas. O 

esquema de procedimento de obtenção e processamento do óleo essencial pode ser 

visualizado na Figura 10. 
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Figura 9. Sistema do tipo Clevenger . 

 

 

(Fonte própria) 

 

Figura 10. Fluxograma para obtenção e análise do óleo essencial. 

 

 

(Fonte própria) 
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Análise do óleo essencial 

 

ANÁLISE QUANTITATIVA DO ÓLEO ESSENCIAL 

 

 A análise quantitativa da composição química do óleo essencial foi realizada com 

auxílio de um cromatógrafo gasoso acoplado a detector de ionização por chama (CG/DIC), 

utilizando um equipamento modelo GC-17 A (Shimazu, Japan), sob as seguintes condições 

operacionais: coluna capilar (30 m x 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura de 

filme) contendo sílica fundida ZB-5MS (dimetilpolisiloxano 5%) e hélio como gás de arraste 

com fluxo de 1mL/min. A temperatura foi programada mantendo-se 40ºC por 1-2 min, 

seguido de um aumento de 4
o
C por minuto até atingir 180

o
C, e novamente seguido de um 

aumento em intervalos de 20
o
C até atingir 280

o
C. Esta temperatura foi mantida por 7 min. A 

temperatura do injetor foi de 250
o
C e a do detector (ou interface) foi de 280

o
C. Injetou-se um 

volume de 0,5 µL de acetato de etila, com taxa de partição do volume injetado de 1:48 e 

pressão na coluna de 48,7 kPa. A quantificação dos constituintes se deu pela normatização da 

área (%). 

 

ANÁLISE QUALITATIVA DOS CONSTITUINTES DO ÓLEO ESSENCIAL  

 

 A análise qualitativa da composição química do óleo essencial foi realizada em 

cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de massa (CG/EM) (Shimadzu, Japan), 

modelo (QP5050A), equipado com um autoinjetor AOC-20i (Shimadzu, Japan) e provido de 

uma coluna capilar (30 m x 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura de filme) 

contendo sílica fundida (5% fenil – 95% dimetilpolisiloxano). Foram utilizadas as mesmas 

condições operacionais da análise quantitativa e espectrômetro de massa com detector de 

captura iônica com energia de impacto de 70 eV. Os componentes do óleo essencial foram 

identificados através de correlação com índices de retenção e espectros de massa relatados na 

literatura (ALENCAR; CRAVEIRO; MATOS, 1984; ADAMS, 2007). 
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Verificação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Os ensaios para determinação da CIM do óleo essencial e constituintes isolados (Timol 

e Carvacrol, Sigma, USA) foram efetuados através do método de microdiluição em caldo 

Mueller-Hinton, a partir de uma concentração de 1,25% até 0,009% do óleo essencial (CLSI, 

2009). 

 MICRORGANISMOS 

 

 Os microrganismos utilizados foram obtidos da American Type Culture Collection 

(ATCC), fornecidos pela Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Brasil, e de isolados clínicos 

caracterizados fenotipicamente como multirresistentes obtidos no Hospital Universitário 

Walter Cantídio – UFC. Todos os testes neste trabalho foram executados em paralelo com 

uma cepa padrão Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603). Após sua caracterização através de 

provas bioquímicas e teste de sensibilidade a antimicrobianos por disco difusão, as cepas 

foram mantidas - 20ºC em caldo Brain Heart Infusion (BHI) contendo 20% de glicerol. O 

perfil de resistência está mostrado na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Tabela de resistência a drogas em  isolados clínicos de K. pneumoniae.  

 

Isolados 

Clínicos AMI AMP/ASB/CEF 

ATM/ 

ERT/IPM/MER COM/CFO/CAZ/PPT CTX CEN CIP COL GEN TIG 

K2 (URO) nt R R R R nt S S S S 

K5 (SAN) S R R R R nt R S S R 

K8 (URO) nt R S R nt R S nt R R 

K12 (URO) I R R R R nt R S S S 

K16 (ATR) R R R R R nt R S R S 

 

URO: Urocultura; ATR: Aspirado traqueal; SAN: Sangue; nt: não testado; S: Sensível; R: resistente; I: 

intermediária; AMI: Amicacina; AMP: Ampicilina; ASB: Amp.+Sulbactam; ATM: Aztreonam; CEP: efalotina; 

CTX: Cefotaxima; CFO: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidima; CEN: Ceftriaxona; CIP: Ciprofloxacina; COL: 

Colistina; ERT: Ertapenem; GEN: Gentamicina; IPM: Imipenem; MER: Meropenem; PPT: 

Piperacilina+Tazobactam; TIG: Tigeciclina. 



 

 

PREPARO DOS INÓCULOS 

 

A partir de crescimento e incubação por 24 horas/37ºC, foram preparadas suspensões 

das cepas em caldo BHI (Brain Heart Infusion- Oxoid) as quais foram submetidas a agitação 

em vortex, obtendo-se uma turvação semelhante ao tubo 0,5 da escala McFarland, que 

corresponde à concentração aproximada de 1,5 x 10
8
 Unidades Formadoras de Colônia – 

(UFC/mL).  

 

 PREPARO DA SOLUÇÃO DE ÓLEO ESSENCIAL PARA A DETERMINAÇÃO DA CIM 

 

Foi preparada uma solução de óleo essencial de P. amboinicus na concentração de 

2,5%, em Dimetilsulfóxido 3% (DMSO, VETEC, Brasil). Preparou-se também solução de 

ciprofloxacina na concentração de 16 µg/mL em água (Sigma Chemical – Louis, Missouri, 

USA) com objetivo de ser utilizado como controle nos testes.  

 

EXECUÇÃO E LEITURA DOS ENSAIOS 

 

A determinação da CIM do óleo essencial de P. amboinicus foi realizada através da 

técnica de microdiluição (Figura 11), utilizando microplacas estéreis com 96 poços (Costar, 

USA), de fundo plano, com tampa. Foram adicionados aos poços, 100 µL de caldo Mueller-

Hinton e 100 µL da concentração inicial do óleo (em duplicatas), a seguir, foram realizadas 

diluições seriadas do óleo, a partir da coluna A (primeira coluna), com auxílio de uma pipeta 

automática multicanal e adicionados 10 µL dos inóculos.  

Foram feitos controles de esterilidade (controle do meio e do diluente – DMSO), 

negativo (Meio + DMSO + inóculo), controle do inóculo (inóculo + Meio) e controle de 

antibiótico (Meio + inoculo + ciprofloxacina). Em seguida o sistema foi incubado a 37°C 

durante 24h. Para a leitura do ensaio de microdiluição utilizou-se um método colorimétrico, 

que consistiu  na adição de 10 µL de solução de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-

10-óxido) (Sigma, USA) na concentração de 0,05%. A resazurina é empregada como 

marcador colorimétrico de reação de óxido-redução (MANN ; MARKHAM, 1998). Após 2h 

de incubação, foram feitas as leituras visuais. A redução ocorre em dois estágios: o primeiro 

estágio a resazurina (azul), na presença de células viáveis, é irreversivelmente reduzida à 
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resofurina de coloração rosada. Em um segundo estágio, a resofurina é reversivelmente 

reduzida a dihidroresofurina – incolor (MANN ; MARKHAM, 1998; PALOMINO ; et al., 

2002).  

 

Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) 

 

Para a determinação da CBM, 10 µl de suspensões onde ocorreu a CIM do óleo, 2x e 4x 

CIM foram retiradas do ensaio anterior e semeadas com auxílio de uma alça em uma placa 

contendo ágar Mac Conkey e incubadas a 37º C durante 24 h (Figura 11). Após esse período, 

verificou-se a ocorrência de crescimento bacteriano. A CBM é definida como a menor 

concentração do óleo essencial que inibe 99% do crescimento bacteriano. Todos os testes 

foram realizados em triplicata  (DEVI ; et al., 2010). 

 

 

Figura 11. Esquema da determinação da CIM e CBM de Plectranthus amboinicus contra Klebsiella 

pneumoniae. 

 

(Fonte própria) 
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Cinética de inibição do crescimento bacteriano  

 

As taxas de morte foram avaliadas, considerando-se a redução do crescimento 

bacteriano, quando expostos a uma concentração de 0,16% do óleo essencial (essa 

concentração representava duas vezes a CIM). Controles positivos (Meio + Inóculo + 

Antibiótico), controles negativos (Meio + Inóculo) foram preparados e incubados a 37ºC. 

Alíquotas de 10µL foram retiradas nos intervalos de 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 24 h, diluídas (1:10 a 

1:10
5
) e semeadas em placas de ágar Mac Conkey para avaliar o crescimento bacteriano que 

foi expresso como log de unidades formadoras de colônias por mL (log UFC /mL). 

Considerou-se atividade bactericida (≥ redução de 3-log em unidade de log10 UFC/mL) e 

bacteriostática (< redução de 3-log em unidade de log10 UFC /mL) (DEVI ; et al., 2010). 

 

 Ensaio do pH 

 

 O efeito do pH sobre a atividade antibacteriana do óleo essencial de Plectranthus 

amboinicus foi realizado utilizando-se o método ensaio de sensibilidade ao pH, (DEVI ; et al., 

2010). Tubos contendo caldo Mueller-Hinton foram ajustados para os pH de 5,5.; 6,0; 6,5; 

7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0 usando 0,1 N HCl e NaOH 5M. Foi testada a atividade do óleo essencial 

frente às cepas padrão e clínicas de K. pneumoniae. Ciprofloxacina (16µg/mL) foi utilizada 

como controle positivo.  

 

Ensaio do Cristal Violeta 

 

 A alteração na permeabilidade da membrana foi detectada  através do  ensaio do cristal 

violeta, de acordo com o procedimento descrito por Devi et al., 2010. Os inóculos bacterianos 

foram preparados em caldo BHI de acordo com a escala 0,5 de McFarland. Em seguida, 

foram centrifugados a 4.500 x g por 5 min a 4º C. A seguir, o sedimento contendo as células 

foi lavado duas vezes com tampão fosfato salina (PBS) e ressuspenso após a última lavagem 

com 1 mL de PBS (controle negativo), óleo essencial de P. amboinicus (testado na 

concentração do CIM e duas vezes o CIM), ciprofloxacina (testado na concentração do CIM), 

e ácido – etilenodiaminotetracético (EDTA) (controle positivo) e incubados por 2 h a 37ºC 
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(todos os testes foram feitos em quintuplicata). Após a incubação, foi realizada centrifugação 

a 9300 x g por 5 min. Após este procedimento, as células foram ressuspensas em 1 mL de 

PBS contendo 0,010 mg de cristal violeta. A suspensão celular foi incubada por 10 minutos a 

37º C e centrifugados a 13.400 x g por 15 min e a leitura das absorbâncias foram realizadas 

em comprimento de onda de 590 nm utilizando uma leitora de microplacas universal (Biotek, 

China).  

 

Efeito de níveis de Sub-CIM e CIM de P. amboinicus na atividade da Urease 

 

 A inibição da atividade da urease bacteriana foi determinada pelo procedimento 

descrito por Derakhshan, Sattari, Bigdeli (2008). Cinco isolados clínicos de K. pneumoniae e 

uma cepa padrão, foram cultivadas durante 18h em caldo uréia contendo concentrações 

subinibitórias e inibitórias (1/8 a 1 X CIM) do óleo essencial. Células não tratadas com o óleo 

foram usadas como controle de bactérias. Após incubação, as suspensões foram centrifugadas 

a 5000 x g por 3 min e foi medida a intensidade de cor em 560 nm, utilizando uma leitora 

universal de microplacas (Biotek, China). O ensaio foi executado em quintuplicata. 

 

 Efeito de níveis de Sub-CIM e CIM de P. amboinicus na expressão da cápsula 

 

  Alteração da expressão da cápsula de K. pneumoniae por P. amboinicus foi avaliado 

pelo método de coloração de Anthony (DERAKHSHAN; SATTARI; BIGDELI, 2008). Cinco 

isolados clínicos e uma cepa padrão de K. pneumoniae foram cultivadas em caldo de leite 

(9,5g/L de leite desnatado em pó) por 24 horas na presença de diferentes concentrações do 

óleo essencial (1/8 a 1x CIM). Após essa etapa, foram realizados esfregaços feitos em lâminas 

de vidro, deixados secar espontaneamente ao ar. Posteriormente, as lâminas foram recobertas 

com cristal violeta 1% por 2 min e lavadas delicadamente com uma solução de sulfato de 

cobre 20%. As células bacterianas não tratadas mostraram-se de coloração arroxeada com a 

cápsula transparente e refringente sob microscopia óptica de imersão. 
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 Microscopia de Força Atômica 

 

 Alterações na morfologia bacteriana causada pelo óleo essencial de P. amboinicus 

foram analisadas por microscopia de força atômica (MFA). Suspensões de culturas foram 

incubadas na presença de diferentes concentrações do óleo essencial (1/8 a 1/1xMIC) por 18h 

a 37ºC. As células foram lavadas e centrifugadas a 4.500 x g por 5 min a 4° C, lavadas duas 

vezes em PBS e ressuspensas em 1 mL na mesma solução. Um volume de 10μL da suspensão 

foi colocada sobre uma lâmina de vidro e examinado através de um Nanoscopio Microscópio 

de Força Atômica Multimode III-A (Digital Instruments, Santa Bárbara) usando um cantilever 

de silício cristalino com uma mola constante nominal 40Nm
-1

 e frequência de ressonância de 

242,38 kHz. Culturas não tratadas foram empregadas como controles (DEVI ; et al., 2010). 

 

 Análise estatística 

 

 O efeito das diferentes concentrações do óleo essencial de P. amboinicus sobre a 

atividade da urease  e na absorção de cristal violeta por K. pneumoniae foram analisados por 

testes de múltipla comparação de análise de variância (ANOVA) e Tukey-Kramer. A 

significância estatística foi considerada para p-valor de 0,05. 
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CONCLUSÃO 

  

O óleo essencial de Plectranthus amboinicus possui ação contra Klebsiella 

pneumoniae. Concentrações sub-inibitórias do óleo essencial podem afetar a expressão de 

fatores de virulência de K. pneumoniae como cápsula e urease e sobre a integridade da 

membrana. Em concentrações bactericidas, uma destruição completa da bactéria foi 

encontrada. Desta forma, mostra-se como uma alternativa para terapia antimicrobiana contra 

bactérias multirresistentes, no caso, K. pneumoniae (demonstrado no presente trabalho) e S. 

aureus oxacilina-resistentes (estudo prévio do grupo). Podendo atribuir sua ação ao 

constituinte marjoritário, carvacrol. 
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Análise cromatográfica do óleo essencial de Plectranthus amboinicus 

 

Figura A - 1 Composição química do óleo essencial das folhas de P. amboinicus obtida em cromatógrafo gasoso 

acoplado a espectrômetro de massa (CG/EM) Shimadzu, modelo (QP5050A). 

 

Retenção (tempo/min) Compostos (%) Índice de Kovats 

16,80 4-Terpineol 1,34 1177 

21,39 Carvacrol 90,55 1298 

25,46 β-Cariofileno 3,09 1417 

25,97 α-Bergamoteno 1,78 1433 

30,97 Óxido de cariofileno 1,36 1583 

 Total 98,12  

 

As figuras seguintes mostram os espectros de massas de cada constituinte isoladamente: 

 

Figura A - 2  Espectro de massas do 4-terpineol. 
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Figura A - 3  Espectro de massas do carvacrol 

 

 

 

Figura A - 4  Espectro de massas do β-cariofileno. 
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Figura A - 5  Espectro de massas do α-Bergamoteno  

 

 

Figura A - 6  Espectro de massas do oxido de cariofileno 
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Outros resultados  

 

 Inicialmente o estudo foi realizado avaliando-se ação do óleo essencial de P. 

amboinicus frente a Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis 

e Enterococcus faecium. Como os resultados com K. pneumoniae foram já muito promissores, 

decidiu-se por aprofundar os estudos avaliando-se algunss mecanismos de ação do óleo 

essencial contra K. pneumoniae. A seguir encontram-se os resultados obtidos para P. 

aeruginosa, E. faecalis e E. faecium.   

 

Figura A - 7  Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida Mínima de P. amboinicus para 

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium e Pseudomonas aeruginosa.  

 

E. faecalis E. faecium 

Cepa CIM P. amboinicus CIM Vancomicina Cepa 

CIM 

P. amboinicus 

CIM 

Vancomicina 

E3 0,08% 2µg/mL Efa1 0,04% 32µg/mL 

E4 0,08% 2µg/mL E.faecium 0,16% 8µg/mL 

E6 0,08% 2µg/mL       

E12 0,08% 4µg/mL       

E13 0,08% 2µg/mL       

ATCC 0,04% 8µg/mL       

 

P. aeruginosa 

Cepa CIM P. amboinicus CIM Ciprofloxacina 

P5 0,08% 4µg/mL 

P10 0,08% 4µg/mL 

P15 0,08% 2µg/mL 

P16 0,08% 4µg/mL 

P17 0,04% 4µg/mL 

ATCC 0,08% 0,25µg/mL 
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ENSAIO DE PH 

 

Figura A - 8  Efeito do pH na ação do óleo essencial de P. amboinicus para P. aeruginosa, E. faecalis e E. 

faecium 

 

P. aeruginosa E. faecalis E. faecium 

pH Óleo Ciprofloxacina Óleo Vancomicina Óleo Vancomicina 

5,5 0,08 4µg/mL 0,04 16µg/mL 0,04 16µg/mL 

6 0,08 4µg/mL 0,04 16µg/mL 0,04 16µg/mL 

6,5 0,08 4µg/mL 0,04 16µg/mL 0,04 16µg/mL 

7 0,08 4µg/mL 0,04 8µg/mL 0,04 16µg/mL 

7,5 0,04 2µg/mL 0,02 8µg/mL 0,02 8µg/mL 

8 0,04 2µg/mL 0,02 8µg/mL 0,02 8µg/mL 

8,5 0,04 1µg/mL 0,02 8µg/mL 0,02 8µg/mL 

9 0,04 1µg/mL 0,02 8µg/mL 0,02 8µg/mL 

              

CINÉTICA DE INIBIÇÃO DE CRESCIMENTO BACTERIANO 

 

Figura A - 9  Ação bactericida do óleo essencial de P. amboinicus contra Enterococcus faecalis. 
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Figura A - 10 Ação bactericida do óleo essencial de P. amboinicus contra Enterococcus faecium. 

 

Figura A - 11  Ação bactericida do óleo essencial de P. amboinicus contra Pseudomonas aeruginosa. 
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Figura A - 12 Captação de cristal violeta por Enterococcus faecalis previamente incubado com óleo essencial de 

P. amboinicus. 

 

Figura A - 13  Captação de cristal violeta por Enterococcus faecium previamente incubado com óleo essencial 

de P. amboinicus. 
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Figura A - 14 Captação de cristal violeta por Pseudomonas aeruginosa previamente incubado com óleo 

essencial de P. amboinicus. 

 

 

Figura A - 15  Imagem de E. faecalis  obtida através de Microscopia de Força Atômica (MFA). Representado 

por (a) Controle; (b) 1X CIM e (c) 2X CIM. 
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Identificação bacteriana manual da família Enterobacteriaceae 

 

Figura A - 16  Identificação bacteriana manual da família Enterobacteriaceae 

 

Fonte: SANTOS, 2003. 
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Identificação bioquímica simplificada 

 

Figura A - 17  Identificação bioquímica simplificada 

 

Fonte: SANTOS, 2003. 
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Preparo do óleo essencial, Meios de Cultura e Reagentes 

 

PREPARO DA CONCENTRAÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL 

 

DMSO (DIMETILSULFÓXIDO - VETEC): 

DMSO p.a       30mL 

Água destilada      1000mL 

Autoclavar por 15 minutos a 121ºC. 

 

ÓLEO ESSENCIAL (2,5%): 

Óleo essencial de P. amboinicus    0,25mL 

DMSO 3%       10mL 

Manter a 4ºC. 

 

MEIOS DE CULTURA EM FORMA DESIDRATADA 

 

BRAIN HEART INFUSION BROTH (BHI – Oxoid): 

Meio BHI desidratado     37g 

Água destilada      1000mL 

Autoclavar por 15 minutos a 121ºC, distribuir em tubos ou frascos estéreis. 

 

MUELLER HINTON BROTH (MH Caldo – Oxoid): 

Meio Mueller Hinton desidratado    21g 

Água destilada      1000mL 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Dimetilsulf%C3%B3xido
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Autoclavar por 15 minutos a 121ºC, distribuir em tubos ou frascos estéreis. 

 

MAC CONKEY AGAR (Merck): 

Meio Mac Conkey desidratado    50g 

Água destilada      1000mL 

Autoclavar por 15 minutos a 121ºC, distribuir em tubos ou frascos estéreis. 

 

CALDO LEITE (ENRIQUECIMENTO DA CÁPSULA BACTERIANA): 

Leite desnatado      9,5g 

Água destilada      1000mL 

Autoclavar por 15 minutos a 121ºC, distribuir em tubos ou frascos estéreis. 

 

CALDO UREIA (MEIO URÉIA DE STUART): 

Extrato de levedura      0,1g 

Fosfato monopotássico     9,1g 

Fosfato dissódico      9,5g 

Ureia        20g 

Vermelho fenol      0,01g 

Água destilada      1000mL 
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REAGENTES 

 

RESAZURINA (SIGMA – 0,05%): 

Resazurina        0,05g  

Água destilada      100mL    

Esterilizar por filtração. 

 

TAMPÃO PBS  

Cloreto de sódio (Reagen)     8,0g 

Fosfato monobásico de Potássio (Qeel)   0,2g 

Fosfato bibásico de sódio Dodecahidratado (Ecibra) 2,8g 

Cloreto de potássio (Nuclear)    0,2g 

Água destilada      1000mL 

Acertar o pH 7,4 com HCl 6N  

 

SOLUÇÃO SALINA 0,9%: 

Cloreto de sódio(VETEC)     9g  

Água destilada      1000mL 

 

SOLUÇÃO PBS-CRISTAL VIOLETA (10µg/mL – ENSAIO DE CAPTAÇÃO DO 

CRISTAL VIOLETA): 

Cristal violeta       1g  

PBS        100mL 

Esterilizar por filtração. 
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CRISTAL VIOLETA 1% (ENSAIO DA CÁPSULA): 

Cristal violeta       1g  

Água destilada      100mL  

Esterilizar por filtração. 

 

SULFATO DE COBRE 20% (ENSAIO DA CÁPSULA): 

Sulfato de cobre       20g  

Água destilada      100Ml 

 

 


