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Resumo

Sabendo se que as bactérias possuem um grande potencial de mutagdo genética o que as torna resistentes a muitos antimicrobianos, sabendo
se ainda que os niimeros de antibidticos sintéticos disponiveis na farmacopeia ndo acompanham a evolugdo desta mutagdo genética, faz se
necessario o estudo de novos compostos antimicrobianos, o objetivo deste estudo foi identificar se existe agdo bacteriolitica no éleo puro e
no extrato aquoso de Melaleuca alternifolia em diferentes concentragdes, levando em considerac@o a literatura que descreve a Melaleuca
alternif6lia como um fitoterapico com possivel agdo antimicrobiana, os testes foram realizados frente as principais cepas de bactérias Gram
positivas e Gram negativas de interesse médico. O método utilizado para realizagdo deste experimento foi o teste de disco difusdo em agar.
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Abstract

knowing if that bacteria have one big potential of mutation genetic the that the makes resistant the many antimicrobial known to yet what the
numbers of antibiotics synthetic available in pharmacopoeia not follow the evolution this mutation genetic, make if necessary the study of new
antimicrobial compounds, the objective this study was identify if there action bacteriological is the oil pure and aqueous extract in different
concentrations, take in consideration the literature that describes in Melaleuca alternifolia as possible action antimicrobial the tests were
performed against the major strains of Gram positive and Gram negative bacteria of medical interest. The method used for this experiment

was the disk diffusion test in agar.

Keywords: Gram Positive. Gram Negative. Bacteriolitica.

1 Introducio

As bactérias surgiram na terra ha bilhdes de anos e para
sobreviver desenvolveram mecanismos de resisténcia aos
antibidticos que sdo encontrados livres na natureza (DEMAIN;
SANCHEZ, 2009).

Mundialmente existem cada vez mais bactérias resistentes
e hd cada vez um nimero maior de estirpes resistentes a
multiplas drogas (particularmente em meio hospitalar),
aumentando a mortalidade, os custos inerentes as prestacdes
dos cuidados de saude, bem como as taxas de mortalidade por
infecgdes. Nos Estados Unidos, o Center for Disease Control
and Prevention (CDC) estimou que anualmente cerca de
dois milhoes de individuos adquirem uma infec¢do enquanto
internados, resultando dai noventa mil mortes (KLEVENS et
al.,2007).

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno
genético, relacionado & existéncia de genes contidos no micro
organismo que codificam diferentes mecanismos bioquimicos
que impedem a acdo das drogas sintéticas ja conhecidas. A
resisténcia pode ser originada em mutagdes que ocorrem
durante seu processo de divisdo celular e resultam de erros de
copia na sequéncia de bases do DNA cromossomico. A outra
origem da resisténcia ¢ a importagdo dos genes causadores
do fendmeno, consistindo na resisténcia transferivel. Isto
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ocorre devido aos mecanismos de transduc¢ao, transformacao
e conjugacdo e, frequentemente, envolve genes situados em
plasmideos e transposons (TAVARES, 2000).

Quando um antibidtico é descoberto e introduzido no
mercado, sua utilidade clinica comec¢a a diminuir até um
ponto em que ha um aumento na restricdo de seu uso. Esta
restrigdo ¢ provocada pelo surgimento de cepas resistentes
(DEMAIN; SANCHEZ, 2009). O fendmeno da resisténcia ¢,
de fato, algo muito preocupante uma vez que existem cepas
resistentes a quase todos os agentes conhecidos atualmente e,
neste sentido, ha uma forte necessidade de se produzir novas
substancias que ndo s6 tenham bom espectro de atividade,
mas que possuam novos mecanismos de acdo (NISHAMINY,
2005).

Com isso a medicina popular tem despertado o interesse de
pesquisadores em estudos multidisciplinares que enriquecem
o conhecimento a respeito do uso terapéutico de plantas
medicinais (MACIEL ef al., 2002). Na Africa, por exemplo,
80% da populacdo dependem do uso destes medicamentos, os
quais representam terapias alternativas frente ao alto custo dos
farmacos sintéticos (ASCHWANDEN, 2001).

De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial da Saude),
aproximadamente 80% da populagdo mundial utilizam
a medicina alternativa, principalmente
fitoterapicos, para suprir a auséncia de atendimento médico

medicamentos
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primario (ELIZABETSKY, 1997). O conhecimento popular
tem trazido grande contribuicdo para divulgagdo do uso de
plantas medicinais no tratamento de doencas. Nas ultimas
décadas tem aumentado o interesse por medicamentos
alternativos, na maior parte deles proveniente de extratos
naturais, desencadeando uma busca pela validagdo do uso
desses medicamentos, visto os efeitos terapéuticos favoraveis
in vitro e in vivo (CARSON, HAMMER, RILEY 2006).

Este estudo objetiva identificar a possivel  acdo
bacteriolitica do 6leo e do extrato aquoso de Melaleuca
alternifolia em diferentes concentragdes sobre as cepas de
bactérias Gram positivas e Gram negativas de principal
interesse médico pelo método de difusdo de disco.

2 Material e Métodos
2.1 Revisao de literatura

2.1.1 Melaleuca alternifolia

O género Melaleuca, pertencente a familia Myrtaceae,
inclui aproximadamente 100 espécies nativas da Australia
e Ilhas
comumente conhecida na Australia como “arvore de cha”,
florescendo principalmente em areas de pantano, proximas
de rios (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006). As arvores de
Melaleuca alternifolia podem atingir sete metros de altura,
tém uma casca fina e as folhas longas e pontiagudas que, as

do Oceano Indico. Melaleuca alternifolia ¢

folhas quando partidas, emitem um aroma forte. Podem ser
cortadas apods 15 meses do cultivo e recortadas a cada ano,
pois o crescimento ¢ rapido (WILLIANS, 1990).

Existem algumas evidéncias de que os aborigenes
australianos esmagavam folhas de Melaleuca alternifolia
para obter cataplasmas de agdo antibacteriana séculos
antes do conhecimento cientifico sobre os microrganismos
(WILLIANS, 1990). Estudos iniciais sobre a atividade
antimicrobiana de Melaleuca alternifolia foram descritos
na literatura ocidental a partir de 1962 por Pefa a partir de
investigacdes com Tricomonas vaginalis.

O principal produto da Melaleuca alternifolia ¢ o 6leo
essencial (TTO — Tea Tree Oil), que possui uma grande
importancia medicinal por ter uma comprovada acdo
bactericida e antifiingica contra diversos patdogenos humanos,
sendo utilizado em formulagdes topicas. E extraido da
planta por hidrodestilagdo ou destilagdo por arraste a vapor
(CARSON; HAMMER; RILEY, 2006). Atualmente, o TTO
¢ empregado como agente antimicrobiano ou preventivo em
escala farmacéutica ou cosmética ¢ a indicagdo vai desde a
utilizagdo em lesdes, queimaduras, picadas de inseto, gel para
espinhas, cremes vaginais, cremes para a pele até dentifricios
(COX et al., 2001).

O oleo produzido estavel e facilmente estocado,
transportado e ¢ comercializado por farmacias homeopaticas.
As grandes plantagdes australianas tém garantido um
suprimento de 6leo em grande quantidade e de boa qualidade,
¢ um o6leo parcialmente soluvel em agua. Para se obter solugao
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aquosa do o6leo, ¢ necessario adicionar agentes emulsificantes,
tais como Tween 20 ou Tween 80, os quais ndo alteram as
propriedades antimicrobianas (WILLIANS, 1990).

O TTO possui aproximadamente 100 componentes, sendo
os principais o terpinen-4-ol, gama-terpieno, o-terpieno, 1,8
cineol e a-pineno (COX et al., 2001)

O Terpinen-4-ol esta presente em 30-40% da composicao
(CARSON; HAMMER; RILEY, 2006) sendo o componente
que detém a principal atividade antimicrobiana, pois induz
perda da membrana, interferindo na integridade e fisiologia
bacteriana. O mecanismo de ag@o bactericida consiste no
comprometimento da integridade da membrana celular,
consequente perda de material intracelular, incapacidade de
manter a homeostase e inibi¢do da respiragio (CARSON;
HAMMER; RILEY, 2006).

O 1,8-cienol, considerado irritante da pele, pode aumentar
a permeabilidade da membrana facilitando a entrada de
outros agentes antimicrobianos e por isso alguns autores o
consideram como detentor de efeito antimicrobiano marginal
(CARSON et al., 2002).

Contudo, por possuir cerca de 100 componentes, existe
a possibilidade de nao ter sido pesquisado todo o potencial
de atuacdo. E possivel que outros elementos, ainda nio
avaliados, contribuam para a atividade antimicrobiana
com mecanismo de agdo diferente daquele ja encontrado
(HAMMER, 2003).

2.1.2 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae
e tem uma forma esférica, fazem parte do grupo de bactérias
Gram negativas. Atualmente, o Staphylococcus possui
33 espécies, sendo que 17 delas podem ser isoladas de
amostras bioldgicas humanas. Geralmente, esse género faz
parte da microbiota da pele humana normal e de outros
sitios anatomicos. A espécie de maior interesse médico,
principalmente em ambiente nosocomial, ¢ o Staphylococcus
aureus, por ser um patégeno considerado oportunista, esta
frequentemente relacionado com diversas infecgdes em
seres humanos uma vez na corrente sanguinea pode atingir
qualquer 6rgao (CASSETTARI; STRABELLI; MEDEIROS,
2005).

O Staphylococcus aureus, cocos Gram positivos em
forma de cachos, coagulase positivos, f-hemoliticos, maltose
e manitol positivos e formadores de colonias pigmentadas.
Além de imoveis, em geral ndo capsulados e anaerdbios
facultativos (BERNARDES; JORGE; LEAO, 2004).

O homem e os animais sdo os principais reservatorios de
Staphylococcus aureus, sendo a cavidade nasal do homem seu
principal habitat (FRANCO; LANDGRAF, 2005) E a partir
da cavidade nasal que o microrganismo atinge a epiderme,
ar, agua, solo, alimentos, ou qualquer outro objeto que
entre em contato com o individuo. Os portadores nasais de
Staphylococccus aureus ao manipularem alimentos podem se
tornar importante fonte de contaminacdo para os alimentos
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(FRANCO; LANDGRAF, 2005) devido a produgao de
exotoxinas durante o crescimento em alimentos contaminados
(CAVALCANTI, 2005)

A bacteremia pode causar infec¢des em sitios anatdmicos
distantes, como endocardites, osteomielites, pioartrites e
formagdo de abscessos metastaticos, em particular em pele,
tecidos subcutaneos, pulmoes, figado, rins e cérebro. O
Staphylococccus aureus é a segunda maior causa de meningites
associadas a derivagdes ventriculo peritoneais, sendo um
dos muitos agentes responsaveis por peritonite em pacientes
submetidos a dialise peritoneal continua (CAVALCANTI,
2005)

O Staphylococcus aureus também traz riscos para pacientes
que fazem didlise, queimados, diabéticos e HIV-positivos,
visto que pode causar diversos processos infecciosos, que
variam desde infec¢des cutaneas cronicas (relativamente
benignas) até infecgdes sist€micas (potencialmente fatais)
(CARVALHO, 2005).

2.1.3 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes ou estreptococo beta-hemolitico
Gram-positivo do grupo A de Lancefield (SCALABRIN et
al., 2003) que ¢ um critério usado para classificacdo onde os
estreptococos sao classificados de acordo com a caracteristica
antigénica de polissacarideos da parede celular, sendo
divididos em 21 grupos identificados por letras que vdo de A a
Hede KaT (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2005).

Streptococcus Pyogenes é a espécie bacteriana mais
frequentemente associada a etiologia de infecgdes primarias
da faringe e amigdalas (SCALABRIN et. al, 2003). Sob o
ponto de vista clinico, os estreptococos sdo reconhecidos
como importantes patdgenos humanos, sendo responsaveis por
diversos quadros infecciosos como faringite, escarlatina, febre
reumatica, erisipela, impetigo contagioso e glomerulonefrite
pos-estreptococica (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
20006).

As infecgdes primarias da faringe e amigdalas podem
ocorrer em qualquer faixa etaria, porém sdo comuns
em criancas e adolescentes com idade variando entre
cinco e quinze anos. O periodo de incubagdo usual da
faringoamigdalite estreptococica ¢ de doze a vinte e
quatro horas. O paciente pode apresentar febre alta e dor a
degluticao, com mal-estar geral, anorexia e astenia, sintomas
que principalmente em criangas podem ser acompanhados
por néauseas, vomitos e dor abdominal (SCALABRIN et al.,
2003).

A alta incidéncia de infec¢do por estreptococos do
grupo A no Brasil com a presenca de graves sequelas
ndo supurativas e a ameaca de surgimento de cepas
multirresistentes demonstram a necessidade de um manuseio
mais adequado e cuidadoso dessas bactérias e um cuidado
maior quando houver o contado com pessoas infectadas, bem
como a prevengdo das sequelas com o tratamento correto
de uma infec¢do suspeita clinicamente e diagnosticada

Ensaios Cienc., Cienc. Biol. Agrar. Saude, v. 18, n. 2, p. 67-75,2014

CRISPIM, G.J.B.; LACERDA, M.C.R.N.

laboratorialmente (SANTOS; BEREZIN, 2005).

2.1.4 Enterococcus spp.

Enterococcus spp. sdao cocos Gram-positivos que
geralmente se dispdem em pares e cadeias curtas. Sao
anaerdbios facultativos, as colonias s3o, em geral, nao
hemoliticas, mas podem ser alfa ou beta hemolitica, catalase
negativos. S3o necessarios testes fenotipicos selecionados,
como por exemplo: reagdes de fermentacdo, hidrolise da
producdo de
pigmento para diferenciar as espécies de enterococcus
(PARADELLA; KOGA-ITO; JOEGE, 2007).

Enterococcus spp. ¢ um patdgenos oportunistas que

pirrolidonil-beta-naftilamida, —motilidade,

habitam a microbiota do homem e de outros animais,
incluindo animais de companhia, produtores de alimentos e
silvestres (AARESTRUP; BUTAYE; WOLGANG, 2002).
A maior parte das infecgdes por enterococcus origina-se da
microbiota normal do paciente, embora os microrganismos
possam também ser transferidos de paciente para paciente
ou adquiridos através do consumo de agua ou alimentos
contaminados (MURRAY, 2004).

O principal reservatorio humano dos enterococcus ¢ o
trato gastrointestinal, porém ele pode ser encontrado, embora
com menos frequéncia, em cavidade oral, vesicula biliar,
vagina e uretra masculina (KONEMAN, 2001).

Os enterococcus sdo microorganismos comensais que
frequentemente causam infecgdes em pacientes hospitalizados
por um longo periodo de tempo e/ou que receberam multiplos
tipos de terapia antimicrobiana (TEIXEIRA; FACKLAM,
2003).

Enterococcus apresentam resisténcia intrinseca a varios
antibidticos e tém adquirido novos fenotipos de resisténcia,
destacando-se 0s enterococcus resistentes a vancomicina
(WILLEMS; BONTEM, 2007).

2.1.5 Salmonella spp.

As bactérias Gram negativas do género Salmonellas spp.
sdo pertencentes a familia Enterobactereaceae. Relaciona-
se a pequenos bastonetes, ndo esporulados, anaerdbios
facultativos, lactose, uréase e oxidase negativas, sendo a
maioria dos sorotipos moveis devido a presenca de flagelos
peritriquios. Sdo bactérias produtoras de gas a partir da
fermentagdo da glicose e acido sulfidrico. As salmonellas
também sdo capazes de reduzir nitratos a nitritos e utilizar
citratos como fonte de carbono. O agente habita o trato
gastrintestinal do homem e de outros animais, sendo
amplamente difundido na natureza. A patogenicidade e
a viruléncia estdo relacionadas com o tipo sorologico da
bactéria (OLIVEIRA et al., 2012).

A transmissdo da Salmonella spp. para o homem
geralmente ocorre pelo consumo de alimentos contaminados,
embora a transmissdo pessoa a pessoa possa ocorrer
particularmente nos hospitais ou, ainda, através do contato
com animais infectados, principalmente entre veterinarios e
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trabalhadores de granjas e fazendas (WELLS et al., 2001).

A patologia decorrente da Salmonella spp. se da pela
transmissao fecal-oral que ocorre através de agua e alimentos
contaminados, ¢ a grande incidéncia ¢ encontrada em
populagdes com grande densidade populacional, vivendo em
precarias condigdes higiénicas sanitarias e socioecondomicas
(CONNOR; SCHWARTZ, 2005).

Uma ampla variedade de alimentos pode ser contaminada
com a Salmonella spp., pois aqueles que possuem alto teor de
umidade, de proteina e de carboidratos, como carne bovina,
suinos, aves, ovos, leite e derivados, frutos do mar e sobremesas
recheadas, s3o mais susceptiveis a deterioragdo (BASTI,
2006). Outros grupos de alimentos como frutas e vegetais
minimamente processados também podem ser veiculadores
de salmoneloses (OKUKU, 2006) e essa contaminagdo ocorre
devido ao controle inadequado da temperatura, da adogao
de praticas de manipula¢do incorretas ou por contaminagao
de alimentos crus em contato com alimentos processados
(SILVA, 2005).

As infec¢des entéricas em decorréncia de outras

salmonellas, ou também chamadas de salmoneloses,
desenvolvem um quadro de infeccdo gastrointestinal, tendo
como principais sintomas: dores abdominais, diarreia forte,
febre baixa, enjoo e vOmito, alguns casos sdo necessaria a
hospitalizagdo devido a de desidratagdo, sendo raro os casos
clinicos fatais. Os sintomas aparecem de 12 a 36 horas apds
a infec¢do, podendo durar os sintomas até 72 horas. Trata-se
da manifestagdo mais comum de infecgdo por Salmonella e o
episodio geralmente sofre resolucdo em dois a trés dias, ndo
necessitando de tratamento com antibioticos (SHINOHARA

et al., 2008).
2.1.6 Klebsiella spp.

Membros do género Klebsiella,

pneumonia ¢ K.

especialmente K.
oxytoca, sao patdgenos oportunistas
associados a infecgdes nosocomiais graves, como septicemia,
pneumonia e infecgdes do trato urinario.(BRISSE, 2001).

Em recente estudo multicéntrico brasileiro, Gram-
negativos foram os principais agentes associados a infecgdo
de corrente sanguinea de origem hospitalar, sendo Klebsiella
spp. o principal isolado (MARRA et al., 2011). Estas
espécies sdo agentes patogénicos oportunistas comuns no
trato gastrointestinal dos seres humanos e outros animais;
podem ser encontradas em agua, solos, vegetacdao e esgoto
(BAGLEY, 1985).

As bacteremias causadas por Klebsiella spp. podem
infecgdes do
trato gastrointestinal ou respiratorio € 0s seus principais

ocorrer apds uma complicagdo urinaria,

fatores de risco sdo: uso de cateter venoso central, idade
avancada, internacdo prolongada, interna¢do em unidade
de terapia intensiva, transplante de 6rgdos, doenga hepatica
cronica, dialise renal e cancer (MEATHERALL et al., 2009;
VINCENT, 2003).

A ocorréncia de infecgdes causadas por espécies de
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Klebsiella causam grande preocupacdo pela capacidade que
possuem em produzir enzimas chamadas B-lactamases de
espectro ampliado (extended-spectrum B-lactamase — ESBL)
(GNIADKOWSKI, 2001). A produgdo de B-lactamases,
entre as bactérias Gram-negativas, ¢ 0 mecanismo mais
importante de resisténcia contra antimicrobianos 8-lactamicos
(SANDERS; SANDERS, 1992).

2.1.7 Escherichia coli

A Escherichia coli foi descrita pela primeira vez por
Theodor Von Escherich em 1885,
inicialmente de Bacterium coli. Por fazer parte da microbiota

sendo denominada

da maioria dos animais ¢ do homem, ela foi por muito tempo
considerada ndo patogénica. No entanto, ao longo de anos de
pesquisas esta enterobactéria vem sendo associada a infecgdes
localizadas e sistémicas tanto em seres humanos como em
animais (KONEMAN et al., 1997).

A Escherichia coli é um coco-bacilo Gram-negativo,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, em forma de
bastonetes, ndo esporulado, a maioria mével e aerobio ou
anaerobio facultativo, predominante na microbiota intestinal
dos seres humanos e animais de sangue quente (KONEMAN
et al., 1997). E um microrganismo que coloniza tipicamente o
trato gastrointestinal infantil dentro de poucas horas de vida,
e dali em diante, a Escherichia coli ¢ o hospedeiro obtém
beneficios mutuos, como a fabricagdo de vitaminas K ¢ B
(NATARO; KAPER, 1998).

A Escherichia coli sao consideradas inofensivas, ficam
confinada na luz intestinal do intestino grosso, contudo em
um hospedeiro debilitado ou imunossuprimido ou quando
barreiras gastrintestinais sdo violadas, as cepas de Escherichia
coli mesmo as inofensivas nao patogénicas podem causar uma
infec¢do. Trés infeccdes em geral sdo resultantes de cepas
patogénicas de Escherichia coli, sdo as infec¢des do trato
urinario, septicemia e diarreia (NATARO; KAPER, 1998).

2.2 Metodologia

5 mL de ¢6leo essencial de Melaleuca alternifolia, adquirido
em Essencial Farmacia de Manipulagdo. Emulsificante Tween
80. Placas de Petri contendo meio de cultura Agar Muller
Hinton e meio enriquecido Agar Sangue. Paquimetro. Alga
de platina descartavel. Discos de papel filtro. Pinga estéril.
Capela de fluxo laminar. Estufa bacteriologica.

Cepas das  bactérias  (Staphylococcus  Aures
ATCCBAAO977, Streptococcus Pyogenes ATCC1740513-1,
Enterococcus spp. ATCC51299, Salmonella ssp. ATCC1239R,
Klebsiella spp. ATCC13883, Escherichia Coli ATCC35218).

O método adotado para realizagdo deste experimento
foi o método de disco-difusdo que foi idealizado por
Bauer et. al., (1966), ¢ desde entdo ¢ um dos métodos mais
utilizados nos laboratorios clinicos de microbiologia no
Brasil. O principio deste método baseia-se na difusdo de um
antimicrobiano, impregnado em um disco de papel-filtro em
uma placa de petri com meio de cultura e as cepas a serem
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testadas. A difusdo do antimicrobiano leva a formagao de um
halo de inibig¢@o do crescimento bacteriano, cujo diametro ¢é
inversamente proporcional a concentragdo inibitdria minima
(CIM) (JORGENSEN; TURNIDGER; WASHINGTON,
1999). Esse método ¢é qualitativo, ou seja, permite classificar
a amostra bacteriana em suscetivel (S), intermediaria (I) ou
resistente (R) ao antimicrobiano (NCCLS, 2000).

O teste de disco-difusdo ¢ um método pratico, de
facil execugdo e idealizado para bactérias de crescimento
rapido. Os reagentes sdo relativamente economicos, nao ha
necessidade de equipamentos especiais, além de apresentar
grande flexibilidade na escolha do nimero e tipo de
antimicrobianos a serem testados (JORGENSEN, 1997).

Preparacao das solucgdes dos 6leos essenciais: Em tubo
de ensaio estéril foi adicionado 0,4 mL do 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia, 0,04 mL de Tween 80 ilustrado na
Figura 1 e SmL de agua destilada estéril, sendo agitado por
5 minutos usando-se aparelho Vortex (Fanem), obtendo-
se entdo uma solu¢do com concentragdo de 8% do dleo
essencial. A partir de tal solucao, utilizando o procedimento
de diluicdo seriada, obteve-se a solugdo com concentragdo
correspondente a Concentragdo Inibitéria Minima-CIM dos
6leos essenciais ensaiados (ALLEGRIN et. al., 1973).

Figura 1: Oleo essencial de Melaleuca
alternifolia e emulsificante Tween 80

A partir destas diluicdes obteve-se a solugdo aquosa em
quatro concentragdes diferentes sendo de 8%, 25%, 50% e
100% como apresentado na Figura 2.

Figura 2: Dilui¢oes do dleo e extrato aquoso de
Melaleuca alternifolia
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A partir de entdo as bactérias foram semeadas nas placas
de Petri pelo método de esgotamento de alca, em seguida
os discos de papel filtro impregnados com as diferentes
concentragdes do extrato de Melaleuca e foram fixados nas
placas com a ajuda da pinga estéril, depois disso as placas
foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas
conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3: Placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton,
onde as cepas de bactérias foram semeadas e¢ os discos
foram fixados

Além da utilizagio de meio de cultura Agar Mueller
Hinton que ¢ o meio de cultura padrdo para realizacdo do
teste de disco difusdo, foi utilizado também um meio de
cultura enriquecido que foi 0 meio Agar Sangue Figura 4 para
incrementar a confirmacao dos resultados.

Figura 4: Agar Sangue

3 Resultados e Discussao

A bactéria do género Enterococcus ssp, apresentou-se
totalmente resistente em todas as concentragdes das solucdes
aquosas do extrato de Melaleuca testadas e ao 6leo essencial
puro, ndo formando nenhum halo de inibi¢do conforme
ilustrado na Figura 5.
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Figura 5: Cultura de Enterococcus ssp. Figura 8: Cultura de Salmonella spp.

Os meios de cultura com as cepas de Escherichia coli,
Klebsiella spp, Salmonella spp, Staphylococcus aureus e
Streptococcus spp apresentaram didmetros de halos variando Figura 9: Cultura de Streptococcus spp.
entre 5 mm e 12 mm nas concentragdes B (25%), C (75%) e
D(100%), e apresentaram se resistentes na concentracdes A
conforme ilustrado nas Figuras 6, 7, 8, 9 e 10.

Figura 6: Cultura de Escherichia coli,
verificag@o dos halos de inibigao

As aferi¢des dos diametros dos halos formados com
o extrato aquoso e o dleo essencial apds o crescimento das
bactérias foram descritos detalhadamente na Tabela 1.

Tabela 1: Sensibilidade das cepas bacterianas frente a agdo do dleo e extrato aquoso de Melaleuca em meio de cultura agar
Mueller Hinton. (resultados expressos em diametro dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano).

Microorganismo Concentragao A Concentragao B Concentragao C Concentragao D

8% 25% 50% 100%
Staphylococcus aures ATCCBAA977 0 mm 0 mm 6 mm 9 mm
Streptococcus pyogenes ATCC1740513-1 0 mm 0 mm S mm 6 mm
Enterococcus spp. ATCC51299 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Salmonella ssp. ATCC1239R 0 mm 8 mm 8 mm 12 mm
Klebsiella spp. ATCC13883 0 mm 0 mm 5 mm S mm
Escherichia coli ATCC35218 0 mm 0 mm 5 mm 6 mm

A Tabela foi construida com base nos padrdes estabelecidos  que ¢ responsavel pela padronizacdo dos antibiogramas.
pela Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2011)  Para comparagdo com os halos formados pela Melaleuca
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foi escolhido o didmetro dos halos padrdes da Ampicilina
descritos pela CLSI (2011). A Ampicilina foi escolhida por ser
um antibidtico eficiente no combate tanto das bactérias Gram
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positivas quanto no combate das bactérias Gram negativas.
A Tabela 2 descreve detalhadamente a formacdo do halos da
Ampicilina nas bactérias utilizadas neste estudo.

Tabela 2: Halos de inibi¢do dos microrganismos submetidos a Ampicilina

Microorganismo Resistente Ampicilina Intermediario Sensivel
Staphylococcus aureus <28 mm - >29 mm
Streptococcus pyogenes - - >24 mm
Enterococcus spp. <14 mm - > 15 mm
Salmonella ssp. <13 mm 14 - 16 mm > 17 mm
Klebsiella spp. <13 mm 14 - 16 mm > 17 mm
Escherichia coli <13 mm 14 — 16 mm > 17 mm

A partir da verificagdo dos tamanhos dos halos formados
no teste de antibiograma com a utilizagdo do extrato
de Melaleuca alternifolia nas diferentes formulagdes
trabalhadas e o 6leo essencial puro, em comparacdo a agao
bacteriolitica de um antimicrobiano sintético e padrdo
como a Ampicilina, foram possiveis de identificar que as
formulagdes de Melaleuca alternifolia ndo apresentaram
halos inibitdrios satisfatorios para serem enquadrados com
potencial bacteriolitico quando comparado a antimicrobianos
ja utilizados contra as cepas testadas neste estudo.

Quando comparado a outros estudos, como Packer et al.
(2007), onde resultado com o odleo essencial de Melaleuca
apresentou atividade bacteriostatica contra as bactérias
Sthapylococcus aureus e Escherichia coli e os halos de
inibicdo obtidos foram de didmetros maiores que 10mm,
diferindo assim deste estudo, talvez por ter sido abordado um
método e meios de cultura diferentes aos empregados nesta
pesquisa.

Porém observando a partir da conclusdo de Nascimento
et al., (2007) a falta de um método padrdo para realizacdo
de estudos com oOleos essenciais ¢ algo que dificulta a
comparagdo entre resultados, necessitando entdo uma
padronizacdo de métodos, meios de cultura, emulsificantes
e densidade do inoculo. Para que entdo estes estudos sejam
realizados com mais precisao e eficiéncia.

4 Conclusao

As formulagdoes de 8%, 25%, 50% e 100% nao
demostraram eficacia como antimicrobiano neste estudo.
Como o 6leo de Melaleuca alternifolia também ¢ utilizado
junto com varios outros compostos, encontrados em
cremes, sabonetes, como os manipulados em farmacias
homeopaticas pode haver ainda algumas outras substancias
que se associe aos componentes do 6leo potencializando a
acdo antimicrobiana da Melaleuca alternifolia.

Um halo de inibicdo que chamou ateng¢do foi o da
Salmonella ss. pois formou 12 mm de didmetro quando
submetido ao 6leo essencial puro de Melaleuca alternifolia , e
foi o que mais se aproximou dos tamanhos dos halos padrdes
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do antimicrobiano (Ampicilina), podendo talvez gerar uma
acao bacteriolitica intermedidria.

Estudos de casos especificos como este que testou a a¢ao
bacteriolitica do extrato aquoso em diferentes concentragdes
e do 6leo essencial puro de Melaleuca alternifolia contra
as bactérias Gram positivas e Gram negativas de interesse
médico s@o escassos. Fazendo se sempre necessarios
novos estudos contra os principais patéogenos humanos.
A dificuldade de se padronizar um modelo experimental
também ¢é um ponto bastante motivador e requer um amplo
estudo. Tendo em vista que algumas empresas cosméticas
ja utilizam os compostos de Melaleuca alternifolia com
finalidade antimicrobiana. Porém os resultados mostram que
provavelmente deve ocorrer a potencializagao da formula.

As concentragdes utilizadas podem ndo ser as ideias
para conclusdo do potencial bacteriolitico da Melaleuca
alternifolia, talvez o uso seletivo dos mais de 100 constituintes
da planta amplie nosso conhecimento em relagdo aos efeitos
bacterioliticos ou bacteriostatico.
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