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Resumo

Tratamentos utilizando 6leos essenciais tém sido cada vez mais explorados na tentativa de contornar
aresisténcia bacteriana e suprir essa necessidade emergente. Diante da busca por terapias alternativas
e eficazes, este estudo propds avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de melaleuca
(Melaleuca alternifolia), comparando a acdo dos antibiéticos e antifingicos contra microrganismos
isolados do sémen e fossa uretral de garanhdes. Amostras colhidas da fossa uretral e do sémen de um
garanhdo foram utilizadas para cultivo microbiolégico. A cultura apontou contaminagédo fungica e
bacteriana por Bacillus cereus, Staphylococcus spp. e Micrococcus spp. Foi realizado antibiograma
com os antibitticos ceftiofur, ampicilina e enrofloxacina e antifingicos ketoconazol e itraconazol. A
susceptibilidade aos antimicrobianos e ao 6leo essencial de melaleuca foi determinada pelo método
gualitativo de concentracdo inibitéria minima. A eficiéncia antibacteriana do 6leo essencial foi
observada nas concentragdes superiores a 50% e antifingica, nas concentragfes superiores a 25%.
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Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude - Medicina Veterinaria.
Introducao

O avanco das biotecnologias reprodutivas resultou no controle consideravel na transmissdo de
doencas venéreas. Contudo, o sémen do garanhdo com presenca de patdégenos continua sendo uma
fonte de contaminagcdo para a égua podendo ocasionar endometrite (AL-KASS et al.,, 2019). O
tratamento das afec¢cbes do trato reprodutivo de garanhfes € amplamente realizado com
antimicrobianos na rotina veterinaria (PYORALA et al., 2014). Nesse contexto, a escolha do
antimicrobiano deveria ser baseada nos testes de susceptibilidade dos patégenos isolados por meio de
cultura e antibiograma, contudo, na pratica a administragdo € feita de forma indiscriminada e sem
assisténcia veterinaria qualificada, acarretando resisténcia bacteriana.

Frente a essa problematica, tratamentos alternativos utilizando 6leos essenciais tém sido cada vez
mais explorados na tentativa de contornar a resisténcia bacteriana e suprir essa necessidade (PAIANO
et al., 2019; XIAO et al., 2020).

O dleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), € considerado um excelente aliado no
controle microbiano devido a acao comprovada em diversos estudos (XIAO et al., 2020; CARREGARO
et al., 2022). O terpinen-4-ol compde aproximadamente 40% do 6leo essencial de melaleuca, sendo
considerado o principal responsavel pela sua a¢édo antimicrobiana (SAGAVE, 2015). Neves et al. (2018)
atestaram a eficacia do 6leo essencial de melaleuca frente a patégenos isolados do sémen de
garanhdes.

Diante da busca por terapias alternativas e eficazes, este estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana in vitro do 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) nas
concentracdes de 100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%, comparado a agdo dos antibidticos enrofloxacina,
ceftiofur e ampicilina e dos antifingicos ketoconazol e itraconazol contra microorganismos isolados no
sémen e na fossa uretral de garanhdes.
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Metodologia

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade
Federal do Espirito Santo, sob niumero 011/2022.

Foi utilizada amostra de sémen e da fossa uretral de um garanh&o da raca Mangalarga Marchador,
com 7 anos de idade, higido, proveniente de um criatério de equinos situado em Alegre, ES.

O sémen foi colhido com auxilio de vagina artificial especifica para equinos, modelo Botucatu.
Realizou-se o swab da fossa uretral com auxilio de cotonete estéril para cultivo microbiol6gico no
laboratério de Microbiologia do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo.

As amostras colhidas foram cultivadas em placas de petri contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI),
para isolamento de bactérias e Agar Sabouraud para fungos, em estufa marca Ethik Technology, a
36°C por 24 horas.

Apbs o tempo de incubacdo, realizou-se a confec¢cdo das laminas com as cepas que se
desenvolveram nos meios. As laminas foram coradas com coloracdo de Gram para identificagdo dos
microrganismos no microscopio com aumento de 100x. As coldnias identificadas foram reinoculadas
em placas de petri com meio de cultura BHI e 4gar Sabouraud dextrose e incubadas por 24 horas a
36°C para obtencdo de monoculturas. Foram realizados testes de catalase com agua oxigenada e de
hemolise com placas agar sangue.

O antibiograma foi realizado em triplicata em meio Mueller Hinton. Para o grupo controle negativo
(G1) foi utilizado solucao salina e tween 80. No grupo controle positivo (G2) foram utilizados discos-
difusores de antibidticos enrofloxacina, ampicilina e cetiforfur e disco-difusores de antifingicos
intraconazol e ketoconazol, do laboratério Diagndstic Ltda. E no grupo contendo o 6leo essencial de
melaleuca adquirido comercialmente (Do Terra) (G3), utilizou-se disco-difusores impregnados com 15
pL de éleo essencial nas concentragdes de 100%, 50% na diluicdo 1:1 de 6leo essencial e tween 80 e
as demais concentragdes 25%, 12,5% e 6,25% obtidas através de diluicdes seriadas.

A susceptibilidade aos antimicrobianos e ao 6leo essencial de melaleuca foi determinado pelo
método qualitativo de concentragdo inibitdria minina (ANDREWS, 2001), inversamente proporcional ao
didmetro do halo formado a partir da inibicdo do crescimento bacteriano. Sendo assim, as cepas dos
grupos 1, 2 e 3 foram classificadas em suscetivel ou resistente em relacdo a acdo do antibidtico
(NCCLS, 2000) e do 6leo testado.

Resultados

No exame microbiolégico, as culturas isoladas foram classificadas em colbnias fangicas (Figura 1),
Cocobacilos hemoliticos, Cocos hemolitico e Cocos (Figura 2).

Figura 1 — Imagem de colbnias flungicas coradas com panético rapido, caracterizadas pela presenca de hifas
(setas) isoladas do sémen e fossa uretral de garanhdo. Visualizacdo em microscopio em aumento 100 x.
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L

Fonte: Alves (2022).
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Figura 2 — Imagem de colbnias bacterianas coradas com panotico rapido, isoladas em sémen de garanhéo.
Visualizacdo em microscopio em aumento 100 x.

Fonte: Alves (2022).

As colbnias flngicas foram avaliadas pelas caracteristicas macromorfologicas das colbnias e
micromorfoldgicas pela presenca de hifas, classificando somente a contaminacgao flngica na fossa
uretral e no sémen (ALMEIDA et al., 1988).

Ao isolamento das culturas bacterianas, foram identificadas bactérias, cocos e cocobacilos, todas
gram positivo e catalase positiva ao teste de agua oxigenada. Com base nas caracteristicas
morfolégicas das cepas e nos resultados dos testes, as coldnias bacterianas isoladas nesse estudo
sdo sugestivas de Bacillus cereus (BATISTA et al., 2018), Staphylococcus spp., mais especificamente
0 Staphylococcus aureus (SANTOS et al., 2007) e Micrococcus spp (GERMANO et al.,, 2003),
corroborando com os achados de ROTA et al., 2011; RAMIRES, ALVARENGA, PAPA et al, 2015; AL-
KASS et al., 2019; AL-KASS et al., 2020).

Conforme apresentado na Tabela 1, o controle negativo com Tween 80® e solugdo salina ndo
apresentaram halo de inibigdo, excluindo a agdo antimicrobiana proveniente de outro principio ativo
presente nas diluicbes. O controle positivo mostrou que os antibacterianos ceftiofur e ampicilina
resultaram em halos inibitérios corroborando ao padrdo estabelecido pela CLSI (2019). Em
contrapartida, a enrofloxacina ndo apresentou halo inibitdrio, sugerindo resisténcia das bactérias
isoladas em relacéo ao principio ativo utilizado no estudo. Do mesmo modo, o0s antifingicos no controle
positivo ndo alcancaram o padrdo de halo inibitdrio estabelecido pela CLSI (2019).

Tabela 1- Resultados obtidos frente aos antibidticos enrofloxacina, ceftiofur, ampicilina e antifiingicos
itraconazol e ketoconazol.

Antimicrobiano Controle positivo Controle negativo Halo inibitorio
(CLSI 2019)
Ketoconazol 11mm - 220 mm
Itraconazol - - 220 mm
Enrofloxacina - - 218 mm
Ceftiofur 10 mm - 10-18 mm
Ampicilina 17 mm - 217 mm

Fonte: producéo do autor.

Os halos de inibicdo decorrentes da acdo antimicrobiana do éleo essencial de melaleuca frente as
bactérias e aos fungos isolados nas amostras de sémen e da fossa uretral estdo demonstrados na
tabela 2.

Tabela 2- Resultados obtidos frente ao tratamento 6éleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia).

Concentracédo Bactérias isoladas Fungos isolados no Fungos isolados da fossa
6leo essencial no sémen sémen uretral

100% 10mm 27mm 16mm

50% 10mm - 9mm

25% - - 8mm

12,5% - - -

XXVII Encontro Latino Americano de Iniciacao Cientifica, XXIll Encontro Latino Americano de Pés-Graduagdoe 3
X1l Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2023

DOI: https://dx.doi.org/10.18066/inic1070.23



XXVII«"HInic XXIIIﬂEpg XVII-'IInchr III.'IEnexun Xlllﬂlnld

Enc A f"" cano 2ano no Americano Encontro dT\” atino Americano
>ientifica Janior 40 4 Docéncia

A era digital e suas implicacdes sociais:
Ll;l IC Desafios e contribuicoes

6,25% - - -
Fonte: producgéo do autor.

Em relagdo ao poder bactericida do 6leo, nas concentragBes de 100% e 50%, o halo inibitério
observado foi semelhante ao halo gerado pelo antibiético ceftiofur, e superiores a acdo da
enrofloxacina, apresentando efeito satisfatorio frente as bactérias isoladas do sémen do garanhdo. As
concentracdes de 25%, 12,5% e 6,25% ndo demonstraram a¢do antimicrobiana pela auséncia de
formacao do halo inibitorio.

A acéo fungicida do 6leo frente aos microrganismos isolados da fossa uretral e sémen do garanh&o
obteve o resultado mais satisfatorio na concentragdo de 100%. O halo inibitério de 27 mm foi superior
ao halo gerado pelo ketoconazol, de 11 mm. A acdo antifungica do 6leo essencial de melaleuca foi
mais elevada que a acao do itraconazol, onde nao foi observado halo inibitério.

O dleo essencial testado apresentou efeito antifingico superior ao padréo estabelecido pelo CLSI
(2019).

Discusséo

Os patégenos isolados no estudo corroboram com os encontrados por Rota et al. (2011); Ramires
et al. (2015); Al-Kass et al. (2019); e Al-Kass et al. (2020).

Em estudos realizados por Al-Kass et al. (2020), o Staphylococcus spp. foi o microrganismo de
maior prevaléncia na microbiota seminal de garanhdes, presente em todas as amostras avaliadas. No
entanto, a presenca de bactérias potencialmente patogénicas como Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus spp. beta hemoliticos. Escherichia coli e Taylorella equigenitalis também foram
identificadas, decorrente do desequilibrio na microbiota da genitalia externa resultando na proliferacédo
de microrganismos oportunistas (RAMIRES et al., 2015).

Cruvinel et al. (2011) obtiveram resultados positivos com o uso do 6leo essencial de melaleuca para
inibigdo do crescimento, in vitro, de coldnias de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, assim como
a acao eficiente contra bactérias produtoras de biofilmes dentais, evidenciada por Leite et al. (2017), o
gue denota grande potencial antibacteriano.

Neves et al. (2018), observaram que cdes com otites de origem bacteriana e flngica apresentaram
resultados promissores quando tratados com 6leo essencial de melaleuca. A acdo do Oleo foi
comprovada principalmente no controle do Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans, sustentando os achados do presente estudo.

A adicdo do 6leo essencial deve ser explorada como alternativa no controle microbioldégico seminal.
Segundo Elmi et al. (2019), o uso do 6leo essencial de melaleuca como inibidor de crescimento
microbiano no sémen, na concentracdo de 0,4 mg/mL, foi semelhante & acdo da ampicilina quando
testado em doses inseminantes de suinos desprovidas de espermatozoides e contaminadas por
Escherichia coli.

A toxicidade do 6leo de melaleuca em contato com os espermatozoides ainda é pouco estudada.
Entretanto, pesquisas recentes realizadas por Elmi et al. (2019), demonstraram que o 6leo néo foi téxico
aos espermatozoides de suinos, mesmo em relacdo a motilidade espermatica, parametro que se
mostrou mais sensivel a variagdes de concentracdes do oleo.

Concluséao

O dleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) demonstrou a¢é@o antibacteriana nas
concentracdes superiores a 50% e agéo antifingica, acima de 25% frente a bactérias e fungos isolados
do sémen e fossa uretral de garanhdo. E necessario mais estudos para elucidar a eficacia e efeitos
deletérios dos Oleos essenciais, principalmente na reproducao equina.
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