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AVALIACAO ANTIFUNGICA E ANTIBACTERIANA DO OLEO DE
Melaleuca alternifolia
ANTIFUNGAL AND ANTIBACTERIAL EVALUATION OF MELALEUCA
ALTERNIFOLIA OIL

LUANA MADEIRA MARTINS?, SORAIA CHAFIA NABACK DE MOURA?

Resumo

Introducdo: A Melaleuca alternifdlia é uma planta medicinal bastante usada na
medicina alternativa. Ela possui diversos constituintes, porém o que se destaca por
sua maior quantidade é o terpien-4-ol. O 6leo tem sido usado no combate a bactéria
Staphylococcos aureus e ao fungo Candida albicans, devido a suas propriedades
antifingicas e antibacterianas. Objetivo: Avaliar a atividade antifungica e
antibacteriana in vitro da Melaleuca alternifélia frente as linhagens de Candida
albicans e Staphylococcos aureus. Métodos: O Oleo in natura e diluido nas
proporcdes 1:2, 1:4, 1:6 foram submetidos a avaliacdo antifiingica e antibacteriana
pelo Método de Difusdo em agar — Técnica do Poco. Resultados: Os resultados
evidenciaram que o Oleo apresentou um discreto halo de inibicdo nas propor¢des 1:2
e 1:4 frente ao Staphylococcus aureus e uma forte resisténcia do fungo Candida
albicans frente ao 6leo in natura e diluido. Conclusédo: Conclui-se que a Melaleuca
alternifélia possui atividade antibacteriana discreta e nenhuma atividade antifingica
como método alternativo na prevencao de infeccées causadas pelo Staphylococcos
aureus e Candida albicans evidenciando a necessidade de aprofundar as
investigacdes clinicas para obter um resultado seguro .

Descritores: Staphylococcus aureus. Candida albicans. Melaleuca alternifolia. Acao
antibacteriana. A¢ao antifungica.

Abstract

Introduction: Melaleuca alternifolia is a medicinal plant that has been widely used in
alternative medicine. It has several constituents, but the one that stands out for its
largest quantity is terpien-4-ol. The oil has been used to combat the bacteria
Staphylococcos aureus and the fungus Candida albicans that causes candidiasis,
mainly in women due to its antigungal and antibacterial properties. Objective: To
evaluate the in vitro antifungal and antibacterial activity of Melaleuca alternifolia against
strains of Candida albicans and Staphylococcos aureus. Methods: The oil diluted in
proportions 1:2, 1:4, 1:6 were subjected to antifungal and antibacterial evaluation using
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the Agar Diffusion Method - Well Technique. Results: The results showed that the oil
presented a discreet inhibition halo in proportion 1:2 and 1:4 against Stahphylococcus
aureus and strong resistance to the Candida albicans fungus, with no halo formation.
Conclusion: It is concluded that Melaleuca alternifolia has discrete antibacterial
activity and no antifungal activity as an alternative method of disease prevention.

Keywords: Staphylococcus aureus. Candida albicans. Melaleuca alternifolia.
Antibacterial action. Antifungal action.

INTRODUCAO

A Melaleuca alternifélia, do género Myrtacea, uma planta nativa da Austrélia,
comumente chamada de “Tea tree oil” (TTO), devido aos seus constituintes
monoterpenos, sesquiterpenos, alcoois e terpenos, € considerada uma importante
aliada da medicina atual, com destaque para o composto de hidrocarboneto terpernos

(terpien-4-ol), o principal componente do 6leo.!

Os 0leos essenciais sdo obtidos através do material vegetal e sdo consideradas
como substancias oleosas aromaticas. O extrato obtido da Melaleuca € feito pela
extracdo das folhas por hidrodestilacédo; levando em conta que o contetido natural dos
terpenos pode variar dependendo do clima, da maceracéo, da idade das folhas, da
duracdo do processo da destilacdo e da populacdo da arvore ao seu usada — 130

géneros e aproximadamente 200 espécies. 2

A Melaleuca, além da atividade antifingica e antibacteriana, é também utilizada
para o tratamento de herpes simples, como cicatrizante, anti-inflamatério, analgésico

expectorante, balsdmico, imune-estimulante e diaforético. *

O uso irracional de antibacterianos e fungicidas causou o surgimento de
bactérias e fungos multirresistentes. A partir disso, se faz necessario a descoberta de
novos agentes antibacterianos e antifungicos que atuem em amplo aspecto. Com isso,
0 6leo essencial de TTO, produzido por destilacdo a vapor das folhas e ramos, exerce
funcdo antibacteriana em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, com énfase nos

testes experimentais in vitro para o Staphylococcos aureus. 3



As bactérias, por um mecanismo intrinseco, conseguem produzir linhagens
geneticamente menos susceptiveis aos farmacos, o que lhes permitem uma alta
resisténcia.* A partir do momento em que um antibiético comeca a decair até um ponto
em que hd um aumento na restricdo do seu uso, ocorre o surgimento dessas cepas
resistentes, com isso, se faz necesséario a producao de novas substancias que nao
tenham somente um espectro de atividade, mas também, que possuam novos
mecanismos de agdo. Como destaque nos estudos a respeito do uso

terapéutico de Oleos essenciais ou medicamentos fitoterapicos. °

Diversos estudos buscam opc¢des de antimicrobianos que reforcem o
desenvolvimento de novas medicagcbes para tratar complicacbes decorrentes de
micro-organismos multirresistentes, tendéncia estimulada pela OMS (Organizagéo
Mundial da Saude) que leva em conta sua efetividade e seguranca no uso de préaticas
complementares. Uma linhagem bacteriana pode produzir linhagens geneticamente
menos susceptiveis aos farmacos convencionais e a ocorréncia das infec¢des eleva
os periodos de internacdo. Com a predominancia do composto terpien-4-ol, que
compde 40 % do oOleo de melaleuca, corresponde ao efeito de inibicAo sobre o

crescimento e desenvolvimento de micro-organismos.*

A Candida albicans € a linhagem mais frequente causadora das infeccfes com
potencial patogénico, com isso, a Melaleuca se destaca na estratégia do tratamento
dessas infeccdes devido a diminuicdo da sensibilidade das leveduras, com proposito

de reduzir o tempo de tratamento e efeitos colaterais.®

E caracterizada como uma inflamagéo fangica que acomete a vulva e a vagina
ocasionada pelo supercrescimento de fungos, podendo se apresentar na forma de
leveduras, o que colabora para que a doenca e a forma filamentosa, que manifesta a
candidiase, ndo se desenvolvam. Episodios repetitivos dessa doengca causam um
impacto muito sério na qualidade de vida e pelo advento de espécies resistentes, 0
gue se faz necessario que mulheres recorram a métodos alternativos, incluindo os
produtos de origem natural. ’

Portanto, a pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade antifingica e
antibacteriana do 6leo de Melaleuca alternifélia sobre as linhagens de Candida

albicans e Staphylococcos aureus.



METODOS
Trata-se de uma pesquisa com cunho investigativo e experimental com

abordagem qualitativa sobre a avaliacdo da atividade antifiingica e antibacteriana do
6leo de TTO frente as linhagens de Candida albicans e Staphylococcus aureus pelo
Método de Disco Difusdo em Agar. A pesquisa foi conduzida no laboratério de
Microbiologia do Centro Universitario Presidente Anténio Carlos — UNIPAC, localizado

no municipio de Juiz de Fora, no més de outubro a dezembro de 2023.

Avaliacao da atividade antibacteriana

Foi utilizada a cepa padronizada ATCC (American Type Culture Collection)
obtida no laboratério de microbiologia da UNIPAC, de Staphylococcos aureus (ATCC
25923). A linhagem padronizada de ATCC é uma preparacdo quantitativa de
microrganismos desenvolvidos para a realizacdo de testes de promocéo de meios de
cultura, que é fundamental para o processo de controle de qualidade.

A avaliacdo antibacteriana foi feita pelo método disco difusdo em Agar, em
duplicata. As placas contendo Agar Mueller Hinton foram preparadas e deixadas em
repouso em temperatura ambiente para resfriar, em seguida, foram acondicionadas
sob refrigeracdo entre 2° e 8°C até o uso.

Para iniciar o Teste de Sensibilidade antimicrobiano, foi feita uma suspensao
direta da cepa em tubo identificado em respectivo microrganismos contendo 3 mL de
caldo Mueller Hinton e mantidos na estufa bacteriolégica durante 24 horas com o
objetivo de obter crescimento das bactérias. Apds incubagédo, as amostras foram
suspensas em 3 mL de solucdo salina (0,9%) até a obtencdo de uma turvacédo 0,5
escala de McFarland (1,5x108 UFC/mL — unidades formadoras de colonias/mL). 8 Em
seguida, as amostras pura e diluidas (1:2, 1:4 e 1:6) foram semeadas, utilizando um
swab estéril, na superficie da placa de Petri contendo Agar Muller Hinton com
aproximadamente 4mm de espessura, de acordo com as recomendacdes da CLSI

2019 (The Clinical and Laboratory Standards Institute). °



Com o auxilio de uma pinca flambada e resfriada, os discos impregnados com
Oleo in natura de melaleuca e com as dilui¢cdes (1:2, 1:4 e 1:6) foram aplicados sobre
a placa de Petri contendo os microrganismos. Como controle positivo, foi utilizado o
antimicrobiano Amicacina 30 ug, Cefoxitina 30 ug, Ciprofloxacina 50 ug e, como
controle negativo, foi utilizado com um disco de papel de filtro umedecido com éalcool
a 70%. Logo ap0s a distribuicdo dos discos na superficie das placas, estas foram
mantidas invertidas dentro da estufa bacteriol6gica a uma temperatura de 37°C por
um periodo de 24 horas.

O tamanho dos halos de controle positivo e de inibicdo do crescimento

microbiano foram medidos em milimetros, através de uma régua.

Avaliacéo da atividade antifungica

Para a avaliagdo da atividade antifiungica do 6leo de Melaleuca, foi utilizada
uma linhagem clinica Candida albicans cedida pelo laboratério de microbiologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora.

Para a semeadura do fungo, foi utilizado o agar sangue de carneiro a 5%. Apos
o crescimento do fungo, foi feita uma suspensdo em 3 mL de solucéo salina (0,9%)
até a obtencdo de uma turvacédo 0,5 da escala de McFarland, (1,5x108 UFC/ mL-
unidade formadoras de colénias/ mL). Em seguida, com o auxilio de um swab estéril,
o indculo foi distribuido uniformemente sobre a superficie da placa contendo o agar
sangue. As placas contendo os in6culos foram dispensados, os discos impregnados
de 6leo in natura foram diluidos na proporcao de 1:2, 1:4, 1:6. Como controle positivo,
foi utilizado o Fluconazol 25 mcg e, como controle negativo, o alcool a 70%. O

procedimento foi feito em duplicata, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos evidenciaram que o Oleo teve uma discreta acao
antibacteriana nas diluicdes 1:2, 1:4, de inibicdo dos crescimentos da cepa em estudo,
como demonstrado na Tabela 1 e Figura 1.

Estudos realizados por Cruz e Paix&o? e também por Tedesco et al*® afirmaram
gue o 6leo extraido diretamente da planta possui um resultado inibitério melhor do que
0s comerciais frente a cepa do S. aureus, que objetivaram a comparacao do teste

microbiano.

Tabela 1. Diametro dos halos de inibicdo pelo Método difusdo em Agar (técnica do
“po¢0”) para a atividade antibacteriana do 6leo essencial

Concentracéao (mg/ml) Medida do halo de Medida do halo de
inibicdo(mm) inibicdo(mm)

1:2 5 7

14 7 6

1:6 5 -

™ 9 -

CN - -

AM 20 20

CE 30 25

CP 27 25

Fonte: Elaboracéo da autora (2023).

O Oleo do TTO apresentou um discreto halo de inibi¢cdo nas diluicbes 1:2, 1:4,
possivelmente pelo fato de ter sido adquirido comercialmente. Segundo Tedesco, 0
potencial hidrogenidnico (pH), temperatura ambiente, tempo de exposigéo,
estabilidade quimica, séo fatores que devem ser levados em consideracdo para a
manufatura do produto acabado.®

A composicdo do 6leo de Melaleuca muda particularmente na presenca de

oxigénio atmosférico, mas também, quando o 0leo é exposto a luz e a temperaturas



mais elevadas, por possuir uma alta complexidade quimica, que faz com que a
bactéria ndo consiga modificar seu sistema enziméatico. Cestari et al*' tiveram em sua
pesquisa um resultado ndo satisfatério frente a cepa de S. aureus, que utilizou outro
método com placas contendo o meio TSA (Tryptycase- Soy-Agar) previamente
semeado com as cepas ATCC.

Figura 1. Antibiograma da atividade antibacteriana frente a cepa do
Staphylococcus aureus

Fonte: Acervo pessoal.

Os resultados obtidos para a atividade antifungica evidenciaram que o fungo
Candida albicans foi resistente ao 6leo in natura, ao 6leo diluido, ao controle negativo
e ao Fluconazol (Figura 2). O mesmo foi evidenciado em um estudo realizado por
Mertas et al*? no qual foram testadas 32 linhagens clinicas da candidiase. A cepa
referéncia também foi resistente a baixas concentracées do TTO e ao Fluconazol.
Foram avaliadas mudancas na atividade do Fluconazol in vitro contra a cepa de
Candida albicans isolando o bioativo principal, o terpien-4-ol e usando as
concentragdes subletais do 6leo.

Um estudo realizado por Savani et al® avaliou, pelo método disco-difusdo em
agar, com controle positivo sendo o nitrato de miconazol, que os resultados obtidos

nas concentragcées do 6leo inferiores a 10% n&o houve interferéncia no crescimento



dos micro-organismos. A formacdo de halos de inibicdo ocorreu somente na
concentracdo de 25% do 6leo. Com isso, 0s autores afirmaram que a composicao do
6leo essencial pode variar, dependendo do local de plantio, condi¢cdes de cultivo e
colheita, a técnica aplicada, o micro-organismo utilizado no teste, se os extratos foram
de plantas frescas ou secas, a quantidade testada e o diluente utilizado, o que
corrobora com o resultado obtido.

Figura 2.Antifungigrama frente a cepa da Candida albicans.

Fonte: Acervo pessoal.

CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados, foi possivel evidenciar que o 6leo de
Melaleuca alternifolia adquirido no comércio local apresentou uma baixa atividade
antibacteriana e nenhuma atividade antifingica. Com isso,fica claro a necessidade de
aprofundar as investigacdes sobre o 6leo e suas atividades clinicas para obter um
resultado seguro, devido ao grande interesse farmacéutico sobre seus compostos,
visto que ha resisténcia dos micro-organismos aos medicamentos convencionais

usados no mercado.
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