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REsuMoO

Introdugio: atualmente, tem aumentado a conscientizagio sobre as infecgoes
nosocomiais e a espécie Staphylococcus saprophyticus vem demonstrando uma
problemdtica em ensaios clinicos por estar associada a essas infec¢oes. Na 4rea
odontoldgica, os produtos naturais vém sendo bastante estudados devido 4 busca por
produtos com maior atividade farmacoldgica. Nesse sentido, a Melalenca alternifolia,
planta nativa da Austrélia, se apresenta como de grande importincia medicinal por
sua comprovada agio bactericida e antifiingica contra vérios patdgenos humanos.
Seu dleo essencial tem agdo inibitdria frente & propagacio de bactérias, incluindo
aquelas resistentes a antibiéticos ¢ presentes em infecgdes hospitalares. Objetivo:
avaliar a atividade antimicrobiana e antiaderente do 6leo essencial de Melalenca
alternifolia contra a cepa clinica de Staphylococcus saprophyticus. Metodologia:
os ensaios foram realizados utilizando as técnicas de microdiluicao em caldo em
placas de 96 pogos para determinagio da Concentragio Inibitéria Minima (CIM)
e Concentragio Bactericida Minima (CBM) e técnica de tubos inclinados para

determinagio da Concentragio Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) ao vidro,
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na presen¢a de 5% de sacarose. Resultados: observou-se que o dleo essencial de
Melalenca alternifolia possui uma forte atividade antibacteriana, classificado pela
CIM contra a cepa de Staphylococus saprophyticus. A CBM de 512 demonstrou
que este 6leo atua como bactericida e bacteriosttico para a mesma cepa. Quanto 4
CIMA, foi observado um valor de 1:4, sendo igual ao Digluconato de Clorexidina
0,12%. Conclusio: o dleo essencial de Melalenca alternifolia possui forte atividade
bacteriana, comportando-se como bactericida e bacteriostatico contra a cepa clinica

de Staphylococcus saprophyticus.

Palavras-chave: Antibacteriano, fitoterapia, odontologia.

SUMMARY

Evaluation of the antimicrobial and non-adherent activity of
the essential oil of Melaleuca alternifolia against a strain of

Staphylococcus saprophyticus

Introduction: Currently, awareness of nosocomial infections has increased and the
species Staphylococcus saprophyticus has been showing a problem in clinical trials
because it is associated with these infections. In dentistry, natural products have
been extensively studied due to the search for products with greater pharmacolog-
ical activity. In this sense, Melaleuca alternifolia, a plant native to Australia, presents
itself as of great medicinal importance for its proven bactericidal and antifungal
action against several human pathogens. Its essential oil has an inhibitory action
against the spread of bacteria, including those resistant to antibiotics and present in
hospital infections. Aim: To evaluate the antimicrobial and non-adherent activity of
the essential oil of Melaleuca alternifolia against the clinical strain of Staphylococcus
saprophyticus. Methodology: Assays were performed using broth microdilution
techniques in 96-well plates to determine the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and inclined tube tech-
nique to determine the Minimum Adhesion Inhibitory Concentration (MIC) to
glass, in the presence of 5% sucrose. Results: It was observed that the essential oil of
Melaleuca alternifolia has a strong antibacterial activity, classified by the CIM against
the strain of Staphylococcus saprophyticus. The CBM of 512 demonstrated that this
oil acts as a bactericide and bacteriostatic for the same strain. As for CIMA, a value
of 1:4 was observed, being equal to 0.12% Chlorhexidine Digluconate. Results: The
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essential oil of Melaleuca alternifolia has strong bacterial activity, behaving as bacte-

ricidal and bacteriostatic against the clinical strain of Staphylococcus saprophyticus.

Keywords: Antibacterial, Phytotherapy, Dentistry.

RESUMEN

Evaluacién de la actividad antimicrobiana y no adherente del
aceite esencial de Melaleuca alternifolia frente a una cepa de

Staphylococcus saprophyticus

Introduccién: actualmente, ha aumentado la conciencia sobre las infecciones
nosocomiales y la especie Staphylococcus saprophyticus ha mostrado un problema
en los ensayos clinicos porque estd asociada con estas infecciones. En odontologia
los productos naturales han sido ampliamente estudiados debido a la bsqueda de
productos con mayor actividad farmacoldgica. En este sentido, Melaleuca alterni-
folia, planta originaria de Australia, se presenta como de gran importancia medi-
cinal por su probada accién bactericida y antifungica frente a diversos patégenos
humanos. Su aceite esencial tiene una accién inhibitoria contra la propagacién de
bacterias, incluidas aquellas resistentes a los antibidticos y presentes en las infec-
ciones hospitalarias. Objetivo: evaluar la actividad antimicrobiana y no adherente
del aceite esencial de Melaleuca alternifolia frente a la cepa clinica de Staphylococcus
saprophyticus. Metodologia: los ensayos se realizaron utilizando técnicas de micro-
dilucién en caldo en placas de 96 pocillos para determinar la Concentracién Minima
Inhibidora (MIC) y la Concentracién Minima Bactericida (MBC) y técnica de
tubo inclinado para determinar la Concentracién Minima Inhibidora de Adhesion
(MIC) al vidrio, en presencia de 5 % sacarosa. Resultados: se observé que el aceite
esencial de Melaleuca alternifolia tiene una fuerte actividad antibacteriana, clasifi-
cada por el CIM frente a la cepa de Staphylococcus saprophyticus. EL CBM de 512
demostro6 que este aceite actiia como bactericida y bacteriostdtico para la misma cepa.
En cuanto a CIMA, se observé un valor de 1:4, siendo igual a 0,12% de Digluco-
nato de Clorhexidina. Conclusién: el aceite esencial de Melaleuca alternifolia posee
una fuerte actividad bacteriana, comportidndose como bactericida y bacteriostatico

frente ala cepa clinica de Staphylococcus saprophyticus.

Palabras-clave: Antibacteriano, fitoterapia, odontologfa.
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INTRODUCAO

Dentro da cavidade oral sao encontrados diversos microrganismos como bactérias,
arqueas, fungos e protozodrios, de modo que cada um exerce um papel especifico e
interagem entre si ¢ com o hospedeiro, tanto na saide como na doenga [1]. A placa
bacteriana, também chamada de biofilme ¢ uma comunidade cooperativa, bem orga-
nizada, de bactérias aderidas a uma superficie imida e aglomerada por matriz de
polissacarideos [2].

Os géneros de bactérias de maior prevaléncia na boca sao Streprococcus, Actinomyces,
Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Treponema, Neisseria, Hae-
mophilis, Lactobacillus, Staphylococcus, dentre outros. Quando hd alteragao na varie-
dade, ou na propor¢io populacional dessa microbiota, ocorre uma disbiose, o que
favorece a ocorréncia de doengas [3]. Dentre as espécies do género Staphylococcus,
a Staphylococcus aureus é bastante enfatizada por estar relacionada a infec¢oes puru-
lentas e suas disseminagdes aos espacos faciais. Entretanto, a espécie Staphylococcus
saprophyticus vem demonstrando uma problematica em ensaios clinicos por estar
associada a infec¢oes hospitalares, com potencial risco em dispositivos invasivos e
em grupos com baixa imunidade [4].

Atualmente, tem aumentado a conscientizagao sobre as infec¢des nosocomiais, o que
tem voltado a atencio para os problemas dos sistemas de controle de infecgao hospita-
lar, sendo cada vez mais importante a avaliagio de indicadores de qualidade clinica. As
doengas infecciosas que apresentam risco de infec¢io cruzada no consultério odonto-
l6gico incluem hepatite C, tuberculose, herpes, infec¢oes orais e do trato respiratério
superior. H4 necessidade de reforgar a conscientizagio dos profissionais de odontologia
sobre o controle dessas infecgdes e o risco de contaminagio no consultério ¢ elevado.
Além disso, pesquisas sobre contaminagio bacteriana interna e investigagao de bactérias
causadoras de doencas infecciosas nos atendimentos odontolégicos sio escassas [5].

O ambiente e os equipamentos odontolégicos se tornam contaminados em decorrén-
cia da possibilidade de exposi¢ao a secrecoes e/ou sangue. Dessa forma, o uso de equi-
pamentos de protecio individual por parte dos profissionais de satide ¢ uma conduta
eficiente para preveng¢ao da contaminagio, no entanto, a esterilizacao de instrumentais
e adesinfeccio de superficies ¢ imprescindivel, uma vez que grande parte dos microrga-
nismos presentes nos consultdrios odontolégicos vem do meio externo [6].

Genz et al. [6] realizou um estudo sobre a contaminagao das superficies de consultdrio
odontoldgico nas instalagdes do curso de odontologia de uma universidade em Santa
Cruz do Sul, Vale do Rio Pardo, RS, o qual identificou a contamina¢ao majoritaria-
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mente por estafilococos coagulase-negativos (80%). O Staphylococcus saprophyticus é
um dos membros desse grupo, que ¢ comumente responsavel por 5% a 10% das infec-
¢oes do trato urindrio, sendo a segunda causa mais frequente dessas infec¢oes, especial-
mente em mulheres sexualmente ativas [7].

De acordo com a Organizagio Mundial da Sadde (OMS), aproximadamente 80% da
popula¢io mundial utilizam a medicina alternativa, destacando-se os medicamentos
fitoterdpicos, para suprir a auséncia de atendimento médico primério, principalmente
em paises da Africa [8]. Na drea odontoldgica, pesquisas com produtos naturais tém
aumentado nos ultimos anos devido a busca por produtos com maior atividade farmaco-
l6gica [9]. Além disso, tem se observado a evolugao da resisténcia bacteriana, o que estd
gerando um grave problema de saade publica decorrente do uso indiscriminado de anti-
bidticos, 0 que torna importante gerar estratégias que contribuam para diminuila [10].

Os 6leos essenciais sao liquidos oleosos aromaticos retirados de extratos vegetais, cuja
atividade antimicrobiana ¢ devida a varios terpenoides e compostos fenélicos peque-
nos [11]. Esses compostos sio produtos do metabolismo secundario das plantas. Varios
dleos essenciais possuem diferentes propriedades bioldgicas, como atividades anti-in-
flamatérias, sedativas, digestivas, antimicrobianas, antivirais ou antioxidantes, sendo
amplamente utilizados para fins inseticidas, medicinais e cosméticos [12].

A Melaleuca alternifolia, planta nativa da Australia, popularmente conhecida como
drvore do ch4, tem como principal produto o éleo essencial (TTO - tea tree 0il), sendo
de grande importincia medicinal, pois possui comprovada agio bactericida e antiftn-
gica contra vérios patdgenos humanos [8]. Jesus, Ellensohn & Barin [13] relataram
que o 6leo de Melalenca tem dentre muitas aplicagoes a de desinfeccio de ambientes,
destacando que o que o torna um excelente antisséptico ¢ a dificuldade que os micror-
ganismos encontram de modificar seu sistema enzimdtico para criar resisténcia a ele,
devido a sua composi¢io quimica complexa.

O dleo essencial de Melaleuca tem agao inibitéria frente A propagacio de bactérias,
inclusive as que sao resistentes a antibidticos, como a Pseudomonas aeruginosa, presente
em infec¢oes hospitalares. Ademais, também ¢ eficaz contra bactérias isoladas encon-
tradas na superficie da pele, como os estafilococos [14].

Desse modo, o objetivo do presente trabalho ¢ avaliar a atividade antimicrobiana e
antiaderente do dleo essencial de Melaleuca alternifolia contra a cepa clinica de Sta-

phylococcus saprophyticus.
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METODOLOGIA

Material vegetal

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia foi obtido através de via comercial da marca
Via Aroma Tea Tree, frasco em vidro Ambar contendo 10 mL de éleo essencial 100%
puro sem dilui¢oes. Na padronizacao dos testes antibacterianos foi realizado a dilui¢io
do dleo para alcancar os valores de concentragao ideais a realizagao dos testes conforme
metodologia.

Microrganismo

Foi utilizada a cepa de bactéria clinica Staphylococcus saprophyticus SA45, que foi man-
tida em Agar Muller-Hinton (MH) a 4 °C. Os indculos foram obtidos a partir de cul-
turas overnight em MH a 37°C e diluidas em salina estéril para obter concentragio final
de aproximadamente 1,5 % 10® unidades formadoras de colénias por mL (UFC/mL),
ajustado pela turvagio comparando-se com o tubo 0,5 da escala McFarland [15].

Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliagio da atividade antimicrobiana
foram o meio liquido Muller Hinton e o meio sélido 4gar Muller Hinton, O meio de
cultura foi adquirido na Difco’ e preparado de acordo com as instrugdes do fabricante.

Determinacao da CIM (Concentragao Inibitéria Minima)

A CIM foi determinada utilizando a técnica de microdilui¢ao em placa de 96 pogos
com fundo em “U”. Em uma placa de 96 cavidades, foi adicionado 100 L caldo Muel-
ler Hinton, duplamente concentrado, e 100 uL do 6leo essencial de melaleuca, nas con-
centragoes de 1024 a 16 ug/mL. A determinagio da CIM foi conduzida com 10 uL do
microrganismo em cada cavidade, aproximadamente 1,5 x 10 UFC/mL. O penultimo
contendo 200 uL do caldo foi inoculado com a suspensio de microrganismo, sendo o
controle do crescimento, ¢ o tltimo pogo recebeu apenas 200 pL do caldo, sendo o con-
trole negativo. O ensaio foi realizado em duplicata. As placas foram incubadas a 35 °C
durante 24 horas. Apés o tempo de incubagio adequado dos ensaios com as bactérias,
foi realizada a primeira leitura dos resultados. Em seguida, foram adicionados 20 uL de
solugao de resazurina sédica (SIGMA), em 4gua destilada esterilizada na concentracao
de 0,01 % (p/v), reconhecido como indicador colorimétrico de éxido-redugao para
bactérias. A leitura se procedeu, visualmente, pela auséncia ou presenga de crescimento
do microrganismo pela formagao de aglomerado de células (botio). E também pela
observacio da mudanga da coloragao da solugao, de azul para rosa, indicando cresci-
mento do mesmo. Foi feita uma nova incubagio a 37 °C. A CIM foi determinada como
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a menor concentragao do dleo essencial que inibiu o crescimento visivel do microrga-
nismo e também pela observa¢iao da mudanca da coloragio da solucio, de azul para
rosa, indicando crescimento do microrganismo [16].

Determinagao da CBM (Concentragao Bactericida Minima)

Apés aleitura dos resultados, foram feitos indculos (10 uL) de trés diluicoes a partir da
CIM para o meio de caldo Mueller-Hinton (100 pL/cavidade) em placa de microdilui-
¢ao esterilizada para a determina¢io da CBM. Apds a incubagao a 37 °C por 24 horas
foi adicionado 20 pL de resarzurina. Os ensaios foram incubados a temperatura de
37 °C por mais 24 horas para confirmacio da concentragao capaz de inibir o cresci-
mento total das espécies bacterianas, verificado por uma nao mudanga da coloragao do
corante indicador [17].

Determinacao da CIMA

A Concentragio Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo essencial de
melaleuca foi determinada na presenca de sacarose a 5%, de acordo com Albuquerque
et al. [18] com modificagdes, usando-se concentragoes correspondentes a0 composto
até a dilui¢ao 1:1024. A partir do crescimento bacteriano, a cepa de Staphylococcus
saprophyticus foi cultivada a 37 °C em caldo Mueller Hinton (DIFCO, Michigan,
Estados Unidos), depois foram distribuidos 0,9 mL do subcultivo em tubos de ensaio
e, em seguida, adicionado 0,1 mL da solugio correspondente s dilui¢oes do dleo essen-
cial. A incubagio foi feita a 37 °C por 24 horas com tubos inclinados a 30°. A leitura
foi realizada através da observagao visual da aderéncia da bactéria as paredes do tubo,
ap6s a agitacio do mesmo. O ensaio foi realizado em duplicata. O mesmo procedimento
foi realizado para o controle positivo, o digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard”,
Colgate-Palmolive Company, Nova York, EUA). Foi considerada a CIMA a menor con-
centragio do agente em contato com sacarose que impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados acerca da atividade antibacteriana do 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia contra as cepas Staphylococcus saprophyticus encontram-se des-
critos nas tabelas 1 ¢ 2. Analisando esse resultado, observa-se que o dleo essencial foi
capaz de inibir o crescimento da cepa SA45, com valor de CIM de 512 pg/mL e valor
¢ CBM também de 512 pg/mL.
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Tabela 1. Concentragio inibitéria minima (CIM) em pg/mL do 6leo essencial de Melalenca
alternifdlia

Melalenca alternifélia (ug/mL) S. saprophyticus SA45
1024 ;
512 -
256 N
128 +
64 +
32 +

(-): Nio houve crescimento bacteriano (+): Crescimento bacteriano

Tabela 2. Concentragio Bactericida Minima (CBM) em pg/mL do 6leo essencial de Melalenca
alternifdlia

Melaleunca alternifslia (pg/mL) S. saprophyticus SA45
1024 -
512 -
256 +
128 N
64 +
32 +

(-): Nio houve crescimento bacteriano (+): Crescimento bacteriano

A atividade antimicrobiana considerada forte para dleos essenciais apresenta valor da
CIM de até 500 pg/mL, moderada para valores da CIM de 600 a 1500 pg/mL e fraca
para CIM acima de 1500 pg/mL [19]. Sendo assim, os resultados desse estudo mostram
que a atividade antimicrobiana do Sleo essencial de Melaleuca alternifolia apresentou
uma forte inibi¢ao contra a cepa testada, apresentando uma CIM de 512 pg/mL.
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Para ser considerado bactericida ou bacteriostatico, o composto deve possuir CBM,
respectivamente, igual ou duas vezes maior que a CIM ou a CBM ser maior que duas
vezes a CIM [20]. De acordo com os resultados obtidos, a Melaleuca alternifolia apre-
senta um potencial bactericida frente & cepa de S. saprophyticus, sendo encontrada uma

CBM de 512 pg/mL.

O trabalho de Silva e Mejia [ 14] se propds a realizar uma revisao sobre a busca crescente
por compostos antissépticos naturais devido as constantes adaptagdes dos microrga-
nismos aos produtos comumente empregados no seu combate, tanto na superficie da
pele como em ambientes contaminados. Desse modo, foram expostos estudos que
comprovaram o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia,
contra diversos microrganismos patdgenos humanos, apontando que este 6leo ¢ um
potente agente antisséptico, frente aos resultados positivos em inibir parcial ou total-
mente microrganismos gram-positivos como Pseudomonas aeruginosa e os estafiloco-
cos, incluindo S. Saprophyticus, espécie analisada no presente estudo.

Ao analisar os resultados apresentados no estudo de Prestes ez l. [21], o qual avaliou a
utilizagao do 6leo essencial de Melaleuca como coadjuvante no tratamento endodon-
tico, empregando-o em associa¢io ao hidréxido de célcio, se percebeu que o dleo essen-
cial apresentou inibi¢ao satisfatéria frente & Candida albicans e também ao Enterecoccus
faecalis, principais microrganismos envolvidos em infec¢des secundérias do sistema de
canais radiculares ¢ lesoes perirradiculares.

O trabalho de Gioppo ¢ 4/. [22] analisou o potencial antibacteriano do dleo essencial
de Melaleuca frente a isolados multirresistentes causadores de infec¢des hospitalares,
sendo eles as bactérias Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Como resultado, as
emulsées do Sleo essencial de Melaleuca alternifolia inibiram o crescimento dessas bac-
térias, sendo que a cepa hospitalar de Escherichia coli produtora de ESBL mostrou-se a
cepa mais sensivel, o que permite descrever o potencial antibacteriano do 6leo. Dessa
forma, percebe-se que todos esses trabalhos corroboram com o presente estudo com-
provando o potencial antibacteriano do éleo essencial de Melaleuca.

A atividade antiaderente ¢ observada nos valores da tabela 3, em que tanto o 6leo essen-
cial de Melaleuca alternifolia, quanto o Digluconato de clorexidina obtiveram um valor

de CIMA igual a 1:4.

Considerada como padrio-ouro para o tratamento de doengas bucais, a clorexidina
geralmente ¢ mais eficaz contra microrganismos gram-positivos, incluindo os estrep-
tococos do género Mutans. Porém, a frequente utilizagio deste antimicrobiano nio é
aconselhavel devido aos efeitos colaterais locais, como a descoloragao de dentes, restau-
ragoes e proteses, ulceragio da mucosa oral e alteragio da percepcio gustativa [8]. Em
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concordancia com esse estudo, o 6leo essencial de Melalenca pode se mostrar uma alter-
nativa a este agente, uma vez que apresentou a mesma capacidade antiaderente frente &

cepa de Staphylococcus saprophyticus.

Tabela 3. Concentragao Inibitéria Minima de Aderéncia em pg/mL do dleo essencial de Melaleuca

alternifolia e do digluconato de Clorexidina 0,12%

Melaleuca alternifolia

JmL 1:1 1:2 1:4 1:.8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024
e/ m + o+ o+ - - - - - - -
Digluconato de Clorexidina 0,12%
JmL 1:1 1:2  1:4 1:.8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024
m
t6 + o+ - - - - - - - -

Legenda: (+) Inibiu a aderéncia ao tudo (-) Nao inibiu a aderéncia ao tubo.

O estudo realizado por Ramalho ez 4/. [23] analisou a atividade antiaderente dos 6leos
essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora contra cepas de Klebsiella
pneumoniae, ficando evidente que o dleo essencial de Eucalytus globulus apresenta boa
eficiéncia contra a formagio do biofilme por esta espécie bacteriana, demonstrando
resultado equivalente ao controle digluconato de clorexidina 0,12%, inibindo a forma-
¢ao do biofilme na concentragao 1:8. Ou seja, a menor concentragio do 6leo essencial
de Eucalytus globulus capaz de inibir a adesdo da bactéria & parede do tubo foi de 1:8.

CONCLUSAO

Ao realizar esse trabalho observou-se que o dleo essencial de Melaleuca alternifolia
apresentou atividade antimicrobiana satisfatéria, sendo considerado bactericida e bac-
teriostdtico para cepa de Staphylococcus saprophyticus, além de uma atividade inibit6-
ria minima de aderéncia iz vitro satisfatdria sobre esse patdgeno comum em infecgoes
nasocomiais, apresentando-se como alternativa terapéutica para as infec¢des decor-
rentes de contamina¢io no ambiente e instrumentais odontoldgicos. Entretanto, os
trabalhos que relacionam esse potencial antimicrobiano ¢ antiaderente da Melalenca
alternifolia com Staphylococcus saprophyticus sao escassos, necessitando de mais estudos
para destacar sua eficicia.
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