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RESUMO: O presente estudo tem como objetivo avalia a agao antibidtica e modificadora
do Oleo essencial de Melaleuca alternifdlia Tea Tree frente a bactérias multirresistentes.
Sera utilizado o Oleo Essencial de Melaleuca alternifélia (OEMa) comercializado de
origem Autraliana da marcaVia Aroma. Em relagdo aos antibidticos que serdo utilizados
para as testagens serdo obtidos da Sigma Aldrich, os quais serao utilizados eritromicina,
gentamicina e norfloxacino. As seguintes cepas serao utilizadas: Staphylococcus aureus
10, e Escherichia coli 06. O OEMa tera concentragdo de 1024 ug/mL. Serao repicadas
cepas bacterianas em placas de Petri contendo meio de cultura Heart Infusion Agar (HIA)
e incubados a 37°C/24 horas. Essas cepas serao diluidas com salina, para a preparagao
do indculo bacteriano, até atingir concentragao de 0.5 naescala de McFarland. Para analise
da atividade moduladora de antibidticos 6leo essencial de Melaleuca alternifélia deve ser
utilizado em concentracdo subinibitoria (CIM/8). Os resultados para as analises serao
expressos como média geomeétrica e desvio padrao, analisados por analise de variancia
ANOVA seguida de teste post hoc de Bonferroni usando o software GraphPad Prism
9.0. Com a ampla aplicagao do 6leo essencial de Melaleuca alternifdlia espera-se que o
presente estudo tenha resultados significativos frente a sua aplicabilidade em bactérias
multirresistentes assim propiciando para os pesquisadores um norte frente as pesquisas
realizadas para producédo de novos antibioticos para evitar a evolugao de resisténcia aos
antibioticos.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo essencial. Resisténcia bacteriana. Staphylococus aureus.
Echerichiacoli.




THE INFLUENCE OF VITAMIN D ON THE IMMUNE SYSTEM AND ITS RELATIONSHIP
WITH AUTOIMMUNE DISEASES: AN INTEGRATIVE REVIEW

ABSTRACT: The present study aims to evaluate the antibiotic and modifying action
of Melaleuca alternifolia Tea Tree essential oil against multiresistant bacteria. The
Essential Oil of Melaleuca alternifolia (OEMa) sold in Australia by the Via Aroma brand
will be used. Regarding the antibiotics that will be used for testing, they will be obtained
from Sigma Aldrich, which will be used as erythromycin, gentamicin and norfloxacin. The
following strains will be used: Staphylococcus aureus 10, and Escherichia coli 06. OEMa
will have a concentration of 1024 pg/mL. Bacterial strains will be cultured in Petri dishes
containing Heart Infusion Agar (HIA) culture medium and incubated at 37°C for 24 hours.
These strains will be diluted with saline to prepare the bacterial inoculum until reaching
a concentration of 0.5 on the McFarland scale. To analyze the modulatory activity of
antibiotics, Melaleuca alternifolia essential oil should be used at a subinhibitory concentration
(MIC/8). The results for the analyses will be expressed as geometric mean and standard
deviation, analyzed by ANOVA analysis of variance followed by Bonferroni post hoc test
using GraphPad Prism 9.0 software. With the wide application of Melaleuca alternifolia
essential oil, it is expected that the present study will have significant results regarding its
applicability in multiresistant bacteria, thus providing researchers with a guide for research
carried out to produce new antibiotics to prevent the evolution of antibiotic resistance.
KEY-WORDS: Essential oil. Bacterial resistance. Staphylococcus aureus. Echerichia coli.

INTRODUGCAO

As doencas infecciosas s&o desencadeadas por microrganismos patogénicos que
invadem o tecido e provocam diversas desordens no hospedeiro. Nesse contexto, as
infecgbes sdo consideradas um dos graves problemas de saude publica, em decorréncia
do aumento da resisténcia bacteriana a antibiético utilizados na pratica clinica, fator que
resulta em um dificil tratamento do individuo acometido (Guimaraes et al., 2017).

Adicionalmente, as infec¢gdes bacterianas sdo uma preocupacado a nivel global
devido ao seu elevado indice de morbidade e mortalidade. Fator que somado a resisténcia
antibacteriana desenvolve complicagbes ao paciente acometido pela infecgao provocada
pelo patdégeno, o que resulta a um maior tempo de internagdo, tornando o tratamento
mais longo e exposi¢cao maior aos farmacos possibilitando o risco de desencadear efeitos
adversos ao uso das medicacgdes levando ao 6bito (Brasil, 2022).

No periodo da pandemia do Coronavirus, houve o aumento de mecanismos de
resisténcia adquiridos por bactérias tem se tornado comuns. O que decorreu por conta de
um tratamento excessivo por parte da populacédo para tentar impedir a contaminacéo do
virus, ou por parte dos profissionais, por conta dos casos de internacdes. Promoveu as




bactérias o ambiente propicio para o seu desenvolvimento e de novas formas de resisténcia
aos farmacos utilizados (Leal et al., 2021).

Dentre as principais bactérias que desenvolvem perfis de resisténcia aos farmacos
estdo a espécie Staphylococus aureus (S. aureus) e a Escherichia Coli (E. coli), em que S.
Aureus apresenta uma resisténcia maior a Meticilina (Gabriela et al., 2020). Ja em relagao
a espécie E.coli o seu principal mecanismo de resisténcia esta associado com a produgao
de enzimas inativadoras, as -lactamases que apresentam atividade restrita de degradacao
estando associado as penicilinas labeis (Andrade et al., 2016).

Com o crescente desenvolvimento de novos mecanismos adquiridos pelos
microrganismos, se torna imprescindivel associar os tratamentos ja existentes a novas
fontes, juntando o conhecimento milenar sobre as plantas medicinais para a descobertas
de novas alternativas para ajudar a diminuir ou inibir essa resisténcia bacteriana (Ferreira
et al., 2022).

Oleos e extratos de plantas ha muito tempo tém servido de base para numerosas
aplicagdes na medicina popular, dentre elas, a produ¢ao de antissépticos topicos, podendo
ser utilizados em infecgdes provocadas por bactérias, fungos e virus (Silva; Mariana Oliveira
Santana; Silva, 2023).

Um dos 6leos que se destacam no uso antisséptico e anti-inflamatério principalmente
no combate a infecgbes cutaneas é o 6leo essencial de Melaleuca alternifélia, sua grande
procura teve iniciou na Segunda Guerra Mundial em que era muito utilizado nos doentes
e feridos, mas teve uma cessacgédo do seu uso logo apds a descoberta da penicilina e
logo volta a ser aplicado novamente na década de 70 apds a resisténcia adquirida pelos
patégenos (Oliveira et al.,2015).

HIPOTESE

O dleo essencial de Melaleuca alternifélia (OEMa) pode apresentar uma importante
atividade bacteriana frente a bactérias multiresistentes. O OEMa apresenta uma ampla
aplicabilidade descrita na literatura possuindo agao fungicida, bactericida e antimicrobiana,
utilizada na medicina tradicional 4 muitas décadas. E possivel que o 6leo comercializado
também tenha atividade direta ou modificadora da acdo de antibiético frente a bactérias
multirresistente podendo sua utilizacdo atuar na problematica da resisténcia bacteriana.

REVISAO DE LITERATURA
Infecgoes bacterianas

O processo infeccioso pode ocorrer por meio de diferentes patégenos, fungos,
bactérias, virus e protozoarios, que estdo presentes em diferentes ambientes. Nesse
contexto, podem ser destacadas as infeccdes causadas por bactérias, considerando




que estas sao as principais responsaveis pelo grande numero de infecgdes atualmente,
principalmente em ambientes com um grande numero de patdgenos, como o ambiente
hospitalar (Rodrigues et al., 2022).

As infecgbes provocadas por bactérias sdo consideradas um grave problema de
saude publica, visto que estas influenciam diretamente nas elevadas taxas de morbidade e
mortalidade. Estas sao principalmente desencadeadas no ambiente hospitalar resultando
em um aumento do isolamento de cepas resistentes as suas formas de tratamento (Veloso;
Campelo, 2017).

As infec¢des hospitalares podem ocorrer tanto de forma cruzada, que acontece
por meio do paciente acometido pela doenca transmitindo para os demais pacientes que
estejam no ambito hospitalar, como também acontecer de forma que haja a contaminagao
dos profissionais que estejam no atendimento (Shafer et al,. 2019).

Levando em consideracao os crescentes numeros de infecgdes em decorréncia de
bactérias, a ANVISA (2020) mostra que a resisténcia bacteriana a antibiéticos chega a
provocar cerca de 700 mil mortes por ano em todo o mundo, e ainda aponta que nos
proximos anos esse valor pode aumentar, podendo chegar a 10 milhdes de mortes.

Entre as bactérias que causam infecgdoes em humanos se destacam tanto as Gram
positivas como as Gram negativas, podendo estas infectar diferentes areas do corpo
humano, e usando como porta de entrada a pele, mucosas e regides expostas devido aos
dispositivos invasivos, como catéter. As infeccbes dependem da viruléncia e resisténcia
do patdégeno, algunsmicrorganismos ja sdo provenientes da microbiota local do organismo
desenvolvendo um importante papel para manté-lo saudavel, o problema esta quando migra
para outras regides que nao seja proveniente da microbiota local ou quando passa a estar
presente em grande quantidade provocando assim uma desordem (MSF, 2020).

Resisténcia bacteriana

Desde os primordios, os seres humanos convivem diariamente com bactérias,
porém, as bactérias patogénicas apresentam um problema de resisténcia bacteriana,
decorrente do uso inadequado e prolongado de antibidticos, além da ndo adesédo ao
tratamento prescrito pelos profissionais de saude por parte dos pacientes que necessitam
do tratamento (Carvalho et al., 2021; Vasconcelos et al., 2017).

Além desses, outro fator associado ao surgimento de casos de resisténcia
bacteriana esta também a pandemia do coronavirus, na qual tem havido um uso excessivo
de medicamentos sem prescricdo médica, tendo como base informacdes nao cientificas
que nao comprovam sua eficacia real do antibidtico utilizado. Como resultado dessas
informacgdes, a populagao passou a utilizar antibiéticos, muitas vezes de amplo espectro,
de maneira irregular, o que possivelmente ampliou o desenvolvimento de casos resisténcia
bacteriana, na tentativa de tratar sintomas causados pela infecgdo do SARS-CoV-2 e até




mesmo evitar sua contaminagao (Freire; Junior, 2022).

Esse mecanismo de resisténcia pode ocorrer devido a mutagdes genéticas ou a
transferéncia de informacgdes entre as bactérias, por meio do plasmideo, através do processo
de conjugacgao. Neste processo, as bactérias adquirem a capacidade de se manter em
crescimento no ambiente da infecgao e continuar se proliferando (Lima; Benjamim; Santos,
2017).

O aumento constante da resisténcia, principalmente em bactérias que possuem um
grande potencial para causar infec¢des graves, tem provocado preocupagdes e criado a
necessidade de desenvolver novas classes de antibidticos e medicamentos para combater
esses patogenos (Brito; Cordeiro, 2012). As infecgbes causadas por microrganismos
multirresistentes tém se tornando um problema mundial, devido ao crescente aumento de
infec¢cdes causadas por essas bactérias resultando em maiores despesas de tratamento e
morbimortalidade nos pacientes afetados (Pereira et al., 2015).

Segundo Monteiro et al (2020), além do uso incorreto de antibiéticos, o consumo
frequente de alimentos tratados com antimicrobianos para controlar microrganismos
também tem contribuido para o surgimento de bactérias multirresistentes. Os antibi6ticos
também tem sido amplamente utilizados em ragdes de frangos de corte, galinhas poedeiras
e em suinos, com o intuito de melhorar a saude do trato gastrointestinal desde a década
de 50. Entretanto, devido ao aparecimento dos microrganismos resistentes aos mesmos
e a possibilidade do surgimento desse problema devido ao uso indiscriminado dessas
moléculas, outros aditivos estdo sendo usados em substituicdo. Os prebiodticos, probidticos
e simbidticos se destacando entre os aditivos equilibradores da microbiota, pois eles
podem ser utilizados melhorando as condi¢gdes luminais do trato gastrointestinal, sem
gerar resisténcia microbiana, podendo promover ganho em desempenho e em melhoria de
qualidade de produtos avicolas (Loureiro et al., 2016; Reis; Vieites, 2019).

Muitas bactérias podem causar mecanismos de resisténcias, entre estas, as
espécies Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli) sdo uma das
principais espécies capazes de desenvolver mecanismos de resisténcia estudadas (Borges;
Guimaraes, 2023). Dados epidemioldégicos mostram que Staphylococcus aureus tem uma
grande incidéncia em casos de infec¢cao hospitalar e possui uma grande capacidade de
adaptacao e de resisténcia, alguns fatores pode promover sua patogenicidade, como lesées
na pele, alimentos contaminados e baixa imunidade do individuo acometido como ocorre
em ambientes hospitalares (Mello et al,. 2020).

Em relagdo a espécie S. aureus, as formas de resisténcia desenvolvidas nestas
bactérias sdo desencadeadas por meio de mutagbes em genes especificos, ou sao
obtidos através de genes de resisténcia de outras bactérias transportados através do
plasmideo (Cussolim et al,. 2021). Além destes, também pode ser citados outras formas
de mecanismos de resisténcias incluindo a redug¢ao das concentragdes de antibioticos na
bactéria, ocorrendo pela baixa penetragdo como também pelo efluxo desencadeado por




proteinas transmembrana, evitando sua chegada até o alvo e inativagado do antibiotico por
hidrolise ou até mesmo pela modificagdo enzimatica tornando a terapéutica nao funcional
(Tintino et al., 2018).

Ja em relacdo a espécie Escherichia coli bactéria Gram negativa também
pertencente a flora bacteriana humana assim como S. aureus, estas cepas apresentam
diferentes fatores de viruléncia o que permite que o microrganismo supere as defesas
imunoldgicas do hospedeiro. Esses fatores de viruléncia incluem a adesina, fatores de
aquisi¢cao do ferro e também as toxinas, plasmideos e outros elementos genéticos moveis
(Sarowska et al., 2019). A principal forma de Escherichia coli adquirir resisténcia é através
da transferéncia horizontal de genes utilizando a: transformacao, transducao e conjugacao
do material genético ocorrendo respectivamente pela fragmentagdo do DNA encontrado no
ambiente, transferéncia do material genético através de bacteriéfagos e através de pilus de
conjugagao genica. Assim o material é transferido diretamente de uma célula doadora para
uma receptora (Abe; Nomura; Suzuki, 2020).

Staphylococcos Aureus

A espécie Staphylococcos aureus é classificada como uma bactéria Gram positiva
presente na microbiota natural da pele, colonizando também as mucosas nasais. Mesmo
esta sendo uma bactéria comensal, quando a barreira da pele € prejudicada interferindo
na sua integridade, passa a ser uma porta de entrada para o microrganismo adentrar no
organismo, deixando de ser uma bactéria comensal e passando a ser patogénica. Devido
a esse fator € comum causar sintomas de infecgdes na pele, mas quando ingeridas através
de alimentos contaminados podem provocar infec¢gdes gastrointestinais e podem chegar a
ser letal para pessoas que apresentam sua imunidade diminuida (Obaidat; Stringer, 2019).

Esse microrganismo tem um potencial de adquirir resisténcia com maior facilidade
como a resisténcia ao farmaco meticilina (MRSA) que atualmente é um grande problema de
saude publica tendo uma grande taxa de mortalidade (Katsarou et al., 2019).

A meticilina € um farmaco criado logo ap6s a penicilina como uma forma de evitar
a resisténcia que a espécie S. aureus ja possuia a penicilina. Apés ser aplicada na clinica
por volta de 1959 a meticilina controlou a infec¢ao provocada por esta bactéria, no entanto
no ano de 1961 o cientista britdnico Jevons relatou o isolamento de uma cepa de MRSA,
em que esta resisténcia foi produzida por um gene que codifica a proteina de ligagao a
penicilina 2a ou 2' (PBP2a ou PBP2') (mecA) que foi integrada no elemento cromossémico
(SCCmec) de cepas de S. aureus sensivel a meticilina ( Jokinen et al., 2017; Schulte e
Munson., 2019).

As taxas de resisténcia da infec¢ao por S. aureus e pelas cepas multirresistentes
estdo aumentando, dificultando todo o tratamento clinico. O mecanismo de resisténcia
endogena inclui principalmente trés aspectos que seria a permeabilidade da membrana




externa, sistema de efluxo e a produgéo excessiva da B-lactamase (GUO et al., 2020).

Quando a permeabilidade da membrana é reduzida todo o metabolismo energético
da bactéria acaba sendo afetado, acarretando em uma absor¢do menor do medicamento
levando assim a resisténcia, o que ocorre na resisténcia aos aminoglicosideos, devido a
baixa permeabilidade da membrana enfraquecendo a ingesta do medicamento (Anuj et al.,
2019).

Ja relacionado ao sistema de efluxo ele € o modulador chave para resisténcia do
S.aureus podendo ser ativo por diferentes bombas de efluxos, as QacA, NorA e Smr,
onde a QacA é um fator importante no MSRA (Zarate et al., 2019). O efluxo ativo onde
passa o farmaco do meio intracelular para o meio extracelular gera resisténcia a diferentes
antimicrobianos (Costa; Silva Junior., 2017).

Tanto esses fatores da permeabilidade da membrana e do sistema de efluxo acabam
tendo uma grande influéncia na resisténcia aos antimicrobianos e quando se fala na
B-lactamase nao é muito diferente, tanto Staphylococcus aureus resistente a meticilina e
Escherichia coli produtora de b-lactamases de largo espetro séo resistentes a maioria dos
b-lactamicos, tendo grande prevaléncia nos ultimos anos (Domingues, 2020).

Escherichia Coli

A espécie Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa pertencente a ordem
das Enterobacteriales, anaerdbia facultativa podendo possuir flagelos ou nao. Esse
microrganismo acomete principalmente o trato urinario e intestinal sendo algumas cepas
natural da microbiota intestinal, portanto normalmente ndo € uma bactéria patogénica,
entretanto existem fatores que podem contribuir para a sua viruléncia e assim provocar
infeccbes bem como o caso de alimentos e agua que tem a presente E. coli, sendo assim
indicativo de contaminacao (Tortora, 2017).

Existem diferentes subtipos de espécie E. coli sendo classificadas de acordo com
o sitio da infecgdo, como enteropatogenicas (EPEC) e as patogénicas extra intestinais
(EXxPEC). A EPEC é do tipo diarreiogénica, é reconhecida como um importante agente
causador de diarreia principalmente em criancas de paises em desenvolvimento que
pode ser diferenciada pelos fatores de viruléncias como adesinas fimbriais e afimbriais,
toxinas e invasinas. Dentre os varios tipos da espécie considerada enteropatogénica é
possivel encontrar: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E.
coli enterohemorragica (EHEC), E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli aderente difusa (DAEC) (Kaur e Dudeja, 2023; Souza et
al., 2016).

O subtipo EXPEC apresenta patogenicidade quando atinge sitios extra intestinais
nos seres humanos, acometendo principalmente o trato urinario, sistema nervoso central
e o sistema sanguineo. Porém esses ndo sao os unicos sitios a serem afetados, qualquer




parte do organismo pode ser atingido (Silva R., 2022). Esse subtipo ndo apresenta um
determinante especifico de viruléncia, os estudos epidemiolégicos mostram que existem
mais de 50 genes que estdo associados as patogenicidades de forma extraintestinal
(Johnson; Russo, 2018).

Produtos naturais e atividade farmacolégica

Com o crescente aumento de casos de resisténcia bacteriana, novos estudos estao
sendo realizados acerca dos produtos naturais para o combate as infecgdes como uma
forma emergente de encontrar novos antibidticos sem potencial resisténcia bacteriana
(Newman; Cragg, 2020).

Como aponta Binhara (2021) os produtos naturais vém sendo utilizados de maneira
constante nos ultimos anos como forma de combate as bactérias e como uma maneira
sustentavel, por ter baixa ou nula acdo sobre o meio ambiente. Até mesmo na fermentagao
alcodlica os produtos naturais vém sendo empregados como forma de evitar contaminagao
e fermentacéo indesejada por proliferagdo bacteriana nao seletiva, que acaba trazendo
prejuizos a fermentacgao ideal (Kronka; Mocheuti, 2023).

Diversos estudos relatam a ag¢ao antimicrobiana de oleos essenciais extraido de
plantas, seus metabolitos e demais componentes presentes (Falah, 2019; Porter; Morey;
Monu, 2020). Os oleos essenciais (OE) como compostos naturais tem uma significativa
acao antioxidante e antimicrobiana, com baixo custo, menos toxicidade além de apresentar
uma maior acessibilidade (Atarés; Chiralt, 2016; Oliveira et al., 2022).

Diversos 6leos essenciais possuem diferentes propriedades biolégicas, como
atividades anti-inflamatorias, sedativas, digestivas, antimicrobianas, antivirais ou
antioxidantes, apresentando seu uso para fins inseticidas, medicinais e com etoldgicos
(Loose; Pilger; Wagenlehner, 2020). Um dos 6leos bastante utilizado é o de Melaleuca
alternifélia, com agéao inibitéria de bactérias, inclusive empregada no uso de bactérias
resistentes aos antibiéticos. Entretanto € aplicada e eficaz em bactérias isoladas que
propicia infecgado cutanea como as bactérias do género Staphylococcus (Gioppo; Zancanaro;
Bellaver, 2019).

Atividade antibacteriana do 6leo essencial de Melaleuca alternifélia TEA TREE

A espécie Melaleuca alternifélia € uma planta nativa da Australia, € conhecida
popularmente como arvore do cha. O 6leo essencial extraido da planta € amplamente
utilizado na medicina popular com finalidade de ag&o antifungica, antibacteriana e antiviral.
Segundos estudos com o Oleo essencial da espécie, as propriedades antifungicas e
bacterianas dar-se principalmente ao composto terpinen-4-ol, um monoterpeno, que é o




principal componente do 6leo, sendo o principal mediador da atividade do TTO in vitro e in
vivo (Felipe et al., 2018).

Observa-se na literatura uma acao antiacne, melhora de inflamagao em dermatites
e problemas bucais como a dor de dente e halitose (De Groot Eschmidt, 2016). O dleo
essencial de Melaleuca alternifélia (OEMa) também ¢é bastante aplicado na odontologia,
tendo efeitos bactericidas e bacteriostaticos contra os periodontopatégenos de maior
prevaléncia, em que estudos clinicos comprovaram a eficacia havendo diminuicdo da
inflamacgao gengival, propriedades antioxidantes benéficas para o hospedeiro e redugao
das respostas imunoinflamatérias aos patégenos (Casarin et al., 2018).

Além disso no estudo realizado por Oliveira et al (2022) demostrou que o0 6leo essencial
de Melaleuca alternifdlia teve agao de sensibilidade para a bactéria Staphylococcus aureus
e Klebsiella pneumoniae, com maior atividade frente a espécie de bactéria Gram negativa.
Dessa forma, é conhecido que o OEMa tem eficacia para o tratamento de inumeras doencgas
desencadeada por microrganismos como fungos e bactérias resistentes aos antibiéticos
convencionais (Silva L et al., 2019).

MATERIAIS E METODOS
Produtos utilizados

Para realizacdo do presente trabalho de pesquisa sera utilizado o Oleo Essencial
de Melaleuca alternifélia (OEMa) comercializado de origem Autraliana da marca Via Aroma
que de acordo com o fabricante os produtos da marca sdo 100% puros sem aditivos ou
diluicdes extraido através de processo de destilacdo a partir de folhas da planta possuindo
certificagcao IBD. Em relagao aos antibidticos que serao utilizados para as testagens serao
obtidos da Sigma Aldrich, os quais serao utilizados eritromicina, gentamicina e norfloxacino.

Cepas bacterianas

As seguintes cepas multirresistentes serao utilizadas no estudo: Staphylococcus
aureus 10, e Escherichia coli 06 . Em que o seu perfil de resisténcia esta descrito no estudo
de Bezerra et al (2017).

Preparagao de substancias

Para o 6leo essencial a ser testados e os antibiéticos que serdo utilizados, inicialmente
sera pesado 10 mg de cada produto e adicionado 500 yL de DMSO. Essa solugao sera
transferida para outro tubo e diluida em 9.265 pL de agua destilada estéril, resultando em
uma solugao com teor final concentragao de 1024 ug/mL.




Concentragao Inibitoria Minima (CIM)

Serao repicadas cepas bacterianas em placas de Petri contendo meio de cultura
Heart Infusion Agar (HIA) e encubados a 37°C por 24 horas. Essas cepas serao diluidas
em tubos de ensaio contendo salina, para a preparagao do inodculo bacteriano, até atingir o
correspondente a 0.5 na escala de McFarland. Posteriormente, serao preparados microtubos
contendo, uma aliquota de 100uL de inoculo bacteriano, referente a 10% da solugao total,
e adicionado 900 uL de meio de cultura infusdo de cerébro e coragédo (BHI) liquido a
concentracéo 10%. Apds o preenchimento dos microtubos, sera transferido o volume de 100
ML da solugao preparada para cada pogo de placas de microdiluicdo contendo 96 pogos e
em seguida o 6leo essencial sera microdiluido, o que ira resultar em concentragdes variadas
de 512ug/mL a 8ug/MI. O ultimo pogo de cada coluna nédo sera microdiluido com o éleo
essencial para ser utilizado como controle positivo do crescimento bacteriano. Logo apds,
as placas serao incubadas a 37°C por 24 horas, e apés esse periodo, sera adicionado 20
ML de resazurina em cada um dos pogos previamente preparados e serao mantidas 1 hora
em temperatura ambiente. Logo apos esse periodo, sera avaliado a variagao colorimetrica
onde 0s pogos que permanecerem com a cor azul tem como resultado negativo para o
crescimento bacteriano e os pogos que mudaram a coloragédo de azul para rosa tem como
resultado positivo para o crescimento bacteriano (Mann; Markham, 1998; Coutinho et al.,
2008)

Modificacao da atividade antibiotica

Para analise da atividade moduladora de antibiéticos 6leo essencial de Melaleuca
alternifélia deve ser utilizado em concentragao subinibitoria (CIM/8). Inicialmente, serao
preparados microtubos contendo 150 pyL do inoculo bacteriano, correspondente a um
volume de 10% do volume total, o volume correspondente a CIM/8 do éleo essencial e
o volume restante para 1.500 yL de BHI a 10% Os controles serédo preparados utilizando
1.350 uL de meio BHI a 10% e 150 pL do meio BHI do in6culo bacteriano. Cada pogo de
uma placa de microdiluicdo sera preenchido com 100 uL do oleo essencial. Seguindo este
procedimento, microdiluicbes com 100 pL de eritromicina, gentamicina e norfloxacino em
dose inicial concentragao de 1.024 ug/mL serao realizadas. As placas irdo ser incubadas
em estufa a 37°C por 24 horas e, em seguida, o CIM desses antibidticos na presenga do
Oleo essencial de Melaleuca alternifdlia sera determinado pela adicdo de resazurina. Todos
os testes devem ser realizados em triplicata.

Analise estatistica

Os resultados para as analises serdo expressos como meédia geométrica e desvio
padrao, analisados por analise de varidancia ANOVA seguida de teste post hoc de Bonferroni
usando o software GraphPad Prism 9.0. Em que as diferengas com p < 0,05 serdo




considerado significativas.

RESULTADOS ESPERADOS

Com a ampla aplicacdo do oleo essencial de Melaleuca alternifélia espera-se que
o presente estudo tenha resultados significativos frente a sua aplicabilidade em bactérias
multirresistentes assim propiciando para os pesquisadores um norte frente as pesquisas
realizadas para producédo de novos antibioticos para evitar a evolugao de resisténcia aos
antibiéticos que crescem a cada dia, dificultando na evolugao dos tratamentos e acarretando
em morbidades e mortalidades dos pacientes acometidos por infecgdes por esses patégenos
multirresistentes.
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