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DESENVOLVIMENTO DE UMA POMADA A BASE DE OLEOS ESSENCIAIS DE
COPAIBA (Copaifera sp.) E MELALEUCA COM ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
E BACTERICIDA CONTRA Staphylococcus aureus ISOLADO DE VACAS
LEITEIRAS COM MASTITE CLIiNICA E SUBCLINICA

RESUMO: A mastite bovina € uma das principais enfermidades que acometem
rebanhos leiteiros, causando prejuizos econémicos significativos e comprometendo
a qualidade do leite. Entre os agentes etiolégicos, Staphylococcus aureus destaca-se
pela elevada capacidade de persisténcia e pelo crescente perfil de resisténcia aos
antimicrobianos convencionais, tornando necessaria a busca por alternativas
terapéuticas. Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais de melaleuca (Melaleuca alternifolia) e copaiba (Copaifera spp.),
isolados e em combinacao, frente a Staphylococcus aureus isolado de leite de vacas
com mastite bovina. Foram analisadas 67 amostras de leite provenientes de animais
com mastite clinica e subclinica, sendo realizado o isolamento e a identificacdo
bacteriana por métodos microbioldégicos e testes bioquimicos. Também foi
determinado o perfil de suscetibilidade aos antibidticos, a concentragdo inibitéria
minima (CIM), a concentrac&o bactericida minima (CBM) e a atividade antimicrobiana
de formulagdes tdpicas contendo os dleos essenciais por meio do teste de difusao
em pocgo. O isolado apresentou elevada resisténcia aos antimicrobianos testados,
sendo sensivel apenas a norfloxacina. O 6leo essencial de melaleuca apresentou
maior atividade antimicrobiana, com CIM de 0,781 mg/mL e CBM de 3,125 mg/mL,
enquanto o 6leo de copaiba apresentou CIM de 6,250 mg/mL e CBM de 25,000
mg/mL. Ambos os Oleos demonstraram atividade bactericida, e as formulagdes
desenvolvidas apresentaram halos de inibicdo contra S. aureus, indicando potencial
para aplicacdo no tratamento da mastite bovina. Os resultados sugerem que os 6leos
essenciais, especialmente o de melaleuca, representam alternativas promissoras
para o desenvolvimento de terapias complementares, contribuindo para a reducéo do
uso de antibidticos convencionais e para o enfrentamento da resisténcia
antimicrobiana.

PALAVRAS-CHAVE: Bovino de leite; 6leo essencial; bactérias patogénicas

ABSTRACT: Bovine mastitis is one of the major diseases affecting dairy herds,
causing significant economic losses and compromising milk quality. Among the
etiological agents, Staphylococcus aureus stands out due to its high persistence and
increasing resistance to conventional antimicrobials, highlighting the need for
alternative therapeutic strategies. This study aimed to evaluate the antimicrobial
activity of tea tree (Melaleuca alternifolia) and copaiba (Copaifera spp.) essential oils,
used individually and in combination, against Staphylococcus aureus isolated from the
milk of cows with bovine mastitis. A total of 67 milk samples from cows diagnosed with
clinical and subclinical mastitis were analyzed. Bacterial isolation and identification
were performed using microbiological and biochemical methods. In addition,
antimicrobial susceptibility testing, minimum inhibitory concentration (MIC), minimum
bactericidal concentration (MBC), and the antimicrobial activity of topical formulations
containing the essential oils were evaluated using the agar well diffusion method. The
bacterial isolate exhibited a high level of resistance to the antibiotics tested, showing
susceptibility only to norfloxacin. Tea tree essential oil demonstrated the greatest
antimicrobial activity, with an MIC of 0.781 mg/mL and an MBC of 3.125 mg/mL,



whereas copaiba essential oil showed an MIC of 6.250 mg/mL and an MBC of 25.000
mg/mL. Both essential oils exhibited bactericidal activity, and the developed
formulations produced inhibition zones against S. aureus, indicating their potential for
topical application in the treatment of bovine mastitis. These findings suggest that
essential oils, particularly tea tree oil, represent promising alternatives for the
development of complementary therapies, contributing to reduced reliance on
conventional antibiotics and helping to combat antimicrobial resistance.

KEYWORDS: Dairy cattle; essential oil; pathogenic bactéria.
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1. INTRODUGAO

A mastite bovina é caracterizada pela inflamag¢do parénquima da glandula
mamaria (Caneschi et al., 2023), causada por trauma fisico ou infec¢des por
microrganismos que penetram pelo canal do teto e levam a resposta inflamatoria local
e sistémica (Silva, 2024; Gomes & Henriques, 2016). No entanto, a doenca é
considerada um dos maiores desafios da atividade leiteira, causando prejuizos
significativos (Manieri, 2025).

Sendo manifestada de forma clinica e subclinica (Silva, 2024), a enfermidade
desperta preocupacgdo quanto a saude publica, uma vez que ha possibilidade de
veiculacdo de patogenos causadores de mastite, ou, até mesmo, por meio da
presenca de residuos de antibidticos no leite (Acurcio, 2023).

Entre os agentes causadores de mastite, destacam-se as bactérias dos
géneros Streptococcus agalactiae (Tong et al., 2025), Staphylococcus aureus
(Contreras & Rodriguez, 2011), Streptococcus dysgalactiae (Shen et al., 2021),
Streptococcus uberis (Abureema et al., 2019) e Escherichia coli (Wellnitz &
Bruckmaier, 2012) responsaveis por 85% dos casos (Zimermann, 2017). Na maior
parte das vezes, 0s microrganismos sobrevivem dentro do animal, havendo também
a contaminagao por microrganismos presentes no ambiente, (Araujo, 2017).

O Staphylococcus aureus € o responsavel pelas infeccées crénicas de longa
duracdo, causando as maiores perdas na producado leiteira (Bandoch, 2011). De
acordo com El-Sayed & Kamel (2021), o S. aureus é responsavel por cerca de 50%
dos casos de mastite. Nelson et al. (2024) diz que a presenca de S. aureus nos
rebanhos causa impactos econd6micos significativos, incluindo perdas produtivas,
descarte de leite e custos com tratamento e manejo sanitario considerado altamente
contagioso. Além da alta capacidade de transmisséo, o S. aureus apresenta alguns
mecanismos para aumentar as chances de sobrevivéncia no hospedeiro (Conrad,
2014).

O mecanismo utilizado pela bactéria esta relacionado a mutagdes, aumentando
sua sobrevivéncia no hospedeiro. Um estudo realizado por Katharina Mayer, et al.,
(2021), mostrou que uma mutagao da bactéria resulta em aumento da producao da a-
hemolisina, uma toxina capaz de lesar células do hospedeiro. Essa alteracao aumenta
a citotoxicidade, levando a maiores danos teciduais e pode contribuir para a

persisténcia da bactéria também no meio extracelular (Katharina Mayer, et al., 2021).



Entretanto, o uso indiscriminado de antibioticos leva ao aumento da taxa de
resisténcia (Costa, 2013). As bactérias adquirem resisténcia aos antimicrobianos, e
quando se multiplicam, formam as cepas mais resistentes (Alves, 2020). Dessa
maneira, 0s microrganismos resistentes podem ser disseminados a outros animais,
causando a ineficacia no tratamento com antimicrobianos convencionais (Alves,
2020).

O Staphylococcus aureus possui variados mecanismos de resisténcia, como a
mutacgdo que leva a alteragao no sitio de acao do antibidtico, ou entado a aquisicao de
genes de resisténcia que leva a destruicdo ou inativagcdo do antibiotico (Cussolim,
2021). Por ser um microrganismo causador de uma grande gama de doengas, com
grande potencial de causar infeccbes, demanda atencdo para sua viruléncia e risco
para saude, tanto animal quanto humana (Alves, 2020).

Diante disso, surge a necessidade de tratamentos alternativos, com base, por
exemplo, em produtos naturais. Alguns extratos de plantas, os 6leos essenciais, tém
demonstrado potencial antibacteriano, sendo uma possibilidade mais eficaz para as
cepas que apresentam resisténcia aos antibiéticos convencionais (Abd El-Hamid et
al., 2023; Caneschi et al., 2023; Dhaouadi et al., 2026).

Os Oleos essenciais possuem um mecanismo de agdo que promovem a
degradacdo da parede celular e a inibicdo do sistema de efluxo bacteriano,
promovendo o controle da infecgdo (Nufes, 2023). Sua atividade sobre as bactérias

pode ser bacteriostatica ou bactericida, e seu resultado vai depender da bactéria alvo
(Dhaouadi et al., 2026). A eficacia dos 6leos essenciais vai depender do patégeno em
que sera aplicado, sendo necessario o estudo sobre seus compostos (NUNES, 2023).
Figueiredo et al. (2026) utilizou nanoemulséo de oleo essencial de Palo Santo
(Bursera graveolens) para controlar bactérias causadoras de mastite, dentre elas
apresentou atividade antimicrobiana aprimorada contra Staphylococcus aureus. Ja,
Lopes et al. (2023) utilizou 6leo essencial de capim-limao, eucalipto, lavanda, hortela-
pimenta e tomilho como alternativas antibacterianas promissoras contra espécies de
Staphylococcus associadas a mastite bovina. Munive Nuiez et al. (2024) usou cinco
Oleos essenciais, dentre eles, destaca o potencial dos 6leos essenciais de manjericao
e bergamota como agentes antimicrobianos naturais para o tratamento da mastite
bovina causada por S. aureus.
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Com base nos dados mencionados, o presente trabalho visa avaliar a atividade
antimicrobiana de dois 6leos essenciais com potencial terapéutico para o tratamento

da mastite clinica e subclinica causada por S. aureus.
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2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1.CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE STAPHYLOCOCCUS

AUREUS
O género Staphylococcus aureus é caracterizado pelo formato em
cocos, como mostra a Figura 1, podendo aparecer agrupados como cacho de
uva, sozinhos, em trios ou em pares (Conrad, 2014). As bactérias sao
classificadas como gram-positivas, ndo esporuladas e anaerdbicas
facultativas. Também produzem a enzima catalase, o que ajuda a diferenciar

do género Streptococcus e Enterococcus (Garcia, 2014).

Figura 1 - Staphylococcus aureus.

Fonte: Arquivo pessoal.

Pertencente a familia Staphylococcaceae, as bactérias possuem trés tipos
de exotoxina que determinam sua patogenicidade: hemolisina, enterotoxina e
leucocidina (Melo, 2011). Além disso, os S. aureus possuem fatores de viruléncia,
0 que aumenta sua chance de sobrevivéncia no hospedeiro (Conrad, 2014).

Dentre os fatores de viruléncia destacam-se as proteinas de adesdo,
toxinas e enzimas que facilitam a invasado e colonizacdo dos tecidos (Conrad,
2014). Esses fatores possivelmente estdo relacionados a capacidade de
adaptacao aos diferentes locais no corpo do hospedeiro, visto que essas bactérias

podem ser encontradas em diferentes regides, como pele e mucosas dos animais
(Conrad, 2014).
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2.2.RESISTENCIA A ANTIBIOTICO

A resisténcia a antibiéticos ocorre, frequentemente, pelo uso errbneo dos
medicamentos, seja por subdoses ou tempo insuficiente de tratamento (Alves,
2020). Com o uso incorreto, as bactérias adquirem a resisténcia e se multiplicam,
formando cepas resistentes, e se disseminam entre o rebanho (Alves, 2020).

A resisténcia bacteriana possui grande relevancia para os estudos sobre
saude animal, uma vez que com cepas mais resistentes, aumenta as restricbes
ao tratamento da doencga (Cussolim, 2021). Além do mais, ha uma preocupacao
com a saude publica, decorrente da contaminacao do leite (Fonseca, 2021).

A figura 2 mostra um estudo realizado em 2022 onde 50% dos antibiéticos
comumente utilizados ja ndo apresentam a eficacia esperada, ndo atingindo o
valor minimo de 30 milimetros (mm) na formacao de halo de inibi¢do no teste de
antibiograma (Silva, 2022). O resultado € condizente com outras pesquisas, que
demonstram que algumas cepas de Staphylococcus aureus encontradas em leite

mastitico s&o resistentes a maioria dos antibiéticos (Alves, 2020).

Figura 2 - Atividade antimicrobiana frente & Staphylococcus aureus.

Tratamento Média (mm)
Florfenicol 30 ug 30,200
Enrofloxacina 5 ug 26,600
Gentamicina 10 ug 26,100
Amicacina 30 pug 25,300
Tetraciclina 30 pg 25,225
Norfloxacina 10 pg 24.200
Cefalotina 30 ug 23,700
Cefalexina 30 pg 20375
Gentamicina 120 ug 19,775
Neomicina 30 ug 19,725
Amoxilina 10 ug 18,533

Ampicilina + Sulbactan 10/10 pg 15,050
Cefoxitina 30 ug 7.800

Bacitracina 10 pg 7.000

Fonte: Sybelle Georgia Mesquita da Silva, 2022.
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O uso de antibidticos é de grande importancia na medicina veterinaria, pois
com ele é possivel reduzir taxas de mortalidade relacionadas a infecgbes
bacterianas (Silva, 2022). Porém, devido ao uso incorreto dos medicamentos, ha
a selecao de microrganismos resistentes, dificultando o tratamento de doencgas

bacterianas (Cussolim, 2021).

2.3.CAUSAS DE MASTITE EM VACAS LEITEIRAS

Ha uma grande diversidade quando se trata dos patdégenos causadores de
mastite (Fonseca, 2021). Esses microrganismos séo classificados de acordo com
o local que sao encontrados e de acordo com a forma de infeccédo, também sendo
classificados de acordo com o efeito que causam sobre a Contagem de Células
Somaticas (Fonseca, 2021).

Os patdgenos podem ser divididos em dois grandes grupos: causadores de
mastite contagiosa e causadores de mastite ambiental (Conrad, 2014). A mastite
contagiosa é causada por bactérias como Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae, enquanto a ambiental esta relacionada a bactérias que permanecem
no habitat dos hospedeiros como, por exemplo, Escherichia coli (Tenorio, 2022).

A infeccdo inicia-se quando o microrganismo penetra o teto mamario e
comeca sua multiplicacdao, em resposta ocorre o processo inflamatério da glandula
(Conrad, 2014). Ja a transmissdo, decorre principalmente devido a falta de
higieniza¢do nos processos de ordenha, onde s&o utilizados os mesmos materiais
em animais doentes e sadios (Tenorio, 2022).

O Staphylococcus aureus € encontrado frequentemente nos casos de
mastite, sendo relatado como causa principal na maioria (Zimermann, 2017). Isso
pode ser explicado pelo fato da pele do ubere e dos tetos serem o a principal

localizagao desses microrganismos, facilitando a infec¢ao (Zanette, 2010).

2.4.0LEOS ESSENCIAIS E SUAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS
(OLEO ESSENCIAL DE COPAIBA E MELALEUCA)
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Os oOleos essenciais sdo substancias naturais extraidas de diferentes
plantas medicinais, que podem conter de 20 a 100 metabdlitos secundarios. Esses
compostos oleosos desempenham papéis importantes como antibacterianos,
antifungicos e antivirais (Caneschi, 2023). O estudo sobre os efeitos
antibacterianos dos 6leos essenciais sao relevantes, visto que ha possibilidades
de inibicdo de crescimento e/ou morte de cepas de Staphylococcus aureus
(Fratini, 2021).

A atividade antibacteriana dos O6leos essenciais estd relacionada ao
aumento da permeabilidade da membrana, decorrente do vazamento dos
componentes das células e perda de ions, levando a morte celular (Caneschi,
2023). Sua eficacia vai depender da composi¢cado do 6leo e da bactéria alvo, que
pode ser gram-positiva ou gram-negativa (Caneschi, 2023).

Extraido de plantas do género Copaifera spp., 0 6leo de copaiba apresenta
efeito bacteriano relevante sobre as cepas de Staphylococcus aureus. A planta é
reconhecida pela relevancia na medicina tradicional popular, sendo encontrada
com predominancia entre os biomas do Cerrado e da Amazénia (Moura, 2025).

A composicao quimica do 6leo de copaiba € formada por diterpenos,
sesquiterpenos e acido polilatico (Araujo, 2022), sendo considerado hoje como um
dos produtos amazénicos mais importantes (Cardoso, 2025). Dispde de efeitos
anti-inflamatérios, antissépticos, antimicrobianos, germicida, antitumoral,
analgésico, diurético, expectorante e cicatrizante (Araujo, 2022), além de conter
bioativos como acidos copaiba e beta-cariofileno, que possuem atividade
antimicrobiana contra diversas cepas bacterianas (Cardoso, 2025).

Outro oleo alternativo para o combate ao Staphylococcus aureus é o 6leo
de Melaleuca (conhecido também como Tea Tree OQil). Extraido da planta
australiana Melaleuca alternifélia, 0 composto possui acao antimicrobiana contra
bactérias e fungos, e efeitos anti-inflamatorios (Faria, 2025).

De grande importancia medicinal, o 6leo de Melaleuca possui amplo
espectro, atuando em bactérias gram-positivas e gram-negativas, com efeito
bactericida in natura e bacteriostatico em baixas concentragdes (Hall, 2020). O
principal responsavel por suas propriedades antimicrobianas € o composto

terpinen-4-ol, que se encontra em abundéncia no éleo essencial (Carmo, 2024).
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Nesse contexto, a maioria dos Oleos essenciais promovem acgao
antibacteriana, a eficacia vai depender da composi¢dao e concentragdo do 6leo
essencial, e do microrganismo alvo (Melo, 2017). Com o avancgo da ciéncia, 0s
compostos dos 6leos podem ser identificados, classificados, testados e utilizados

como atividade terapéutica mais eficiente e alternativa (Cardoso, 2022).
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3. METODOLOGIA

3.1.INFRAESTRUTURA

Foram analisadas aproximadamente 65 amostras de leite provenientes de
vacas com mastite clinica e subclinica. As amostras foram encaminhas pelos
produtores de bovinos leiteiro de diferentes locais do cone sul do estado de
Rondbdnia. O transporte foi realizado em caixas isotérmicas até o Laboratério de
Microbiologia do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de Rondénia
(IFRO), campus Colorado do Oeste. O 6leo de melaleuca obtido da linha oleum
uberpharma e o 6leo de copaiba foram obtidos no comercio do municipio de

Manaus, Amazonas.

3.2.CULTURA E IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO DE BACTERIAS

Cada amostra foi processada sob condi¢des assépticas, retirando-se 25 mL
e diluindo em 225 mL de solug&o peptonada a 1%. Apoés homogeneizagdo manual
por cinco minutos, foram realizadas diluicbes seriadas para posterior analise
microbiologica. O isolamento seletivo foi realizado em agar sal manitol
(Staphylococcus aureus), Agar EMB (Eosina Azul de Metileno) (Escherichia coli),
Agar Hektoen (Salmonella Sp). As placas foram incubadas a 37 °C por 24-48 h.
Colbnias caracteristicas foram submetidas a coloracdo de Gram e testes

bioquimicos (Furlaneto-Maia et al., 2022).

3.3.CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO
BACTERICIDA MiNIMA (CBM)

Foram determinadas por microdiluicio em caldo em microplacas de 96
pocos, conforme Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). Pogos
contendo meio de cultura e diluigées seriadas dos 6leos essenciais de melaleuca
e Oleo essencial de copaiba foram inoculados com suspensao bacteriana (10°
UFC/mL). Apés a incubacdo, 30 pL de solucdo de resazurina a 0,01% foram
adicionados a cada poco, seguidos de incubacao adicional no escuro por 3h,
conforme descrito por Peron dos Santos et al. (2025).

Posteriormente, 10 pL de cada poco foi subcultivados em caldo BHI e
incubados durante a noite a 35 + 2 °C. A menor concentracdo que inibiu
completamente o crescimento bacteriano em BHI foi registrada como a CBM
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(Concentracédo Bactericida Minima). O experimento foi realizado em duplicata
(Braga et al., 2026).

3.4. TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIBIOTICOS

O teste de suscetibilidade a antibioticos foi realizado utilizando o método de
difusdo em disco (Kabui et al., 2024). Um isolado foi selecionado aleatoriamente,
suspenso em meio de cultura e padronizado por meio de um teste de turbidez
(padrao 0,5 de McFarland). Os isolados foram considerados possiveis causas de
mastite com base na literatura. Cem microlitros da suspensao padronizada do
organismo de teste foram entdo inoculados em placas de agar Mueller-Hinton
(Himedia, Ltd). Oito antibidticos (Himedia, Ltd) comumente usados para o
tratamento da mastite foram selecionados para o teste de suscetibilidade a
antibidticos neste estudo: cefuroxima (30 pg), cefotaxima (30 pg), amoxicilina e
acido clavulanico (10 pg), oxacilina (10 pg), azitromicina (15 pg), meropenem (10
Kg), ciprofloxacina (10 pg) e nitrofurantoina (300 pg). Essas antibidticos foram
escolhidos de acordo com a disponibilidade do laboratério onde foi desenvolvido a
pesquisa.

Os discos foram colocados na superficie do meio de cultura e as placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Os respectivos halos de inibicado foram
medidos e os resultados interpretados de acordo com a tabela do CLSI (2019). Os
resultados foram registrados como resistente, intermediario ou suscetivel aos

antibioticos especificos.

3.5.FORMULACAO DE POMADAS INCORPORADAS COM OLEOS
ESSESNCIAIS E COMBINACOES

As pomadas foram preparadas por incorpora¢ao dos 0leos essenciais em
uma base de vaselina. Inicialmente, 3 g do 6leo essencial foram homogeneizados
com 1 g de propilenoglicol para facilitar sua dispersao. A vaselina foi previamente
aquecida em banho-maria a 4045 °C para reducdo da viscosidade e,
posteriormente, a mistura contendo o 6leo essencial foi adicionada gradualmente
sob agitacdo continua até completa homogeneizacdo. As formulagdes foram
resfriadas a temperatura ambiente antes da utilizagdo. Foram produzidas trés

formulagdes: uma contendo 6leo essencial de melaleuca (3 g), outra contendo 6leo
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essencial de copaiba (3 g) e uma terceira contendo a combinac¢ao dos dois 6leos
essenciais (3 g de cada 6leo) (Abd-Rabou & Edris, 2022).

3.6.TESTE DE DIFUSAO EM DISCO

Os testes antimicrobianos foram realizados de acordo com as diretrizes do
Clinical and Laboratory Standards Institute (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2018), com modificagdes. As bactérias de teste foram cultivadas em
caldo BHI por 24h a 37 °C, e a concentracado final utilizada foi de 1,0 x
105 YFC mL-". Discos de papel de filtro estéreis foram embebidos em 10 pL de
pomada contendo 6leo essencial de melaleuca, 10 uL de pomada contendo 6leo
essencial de copaiba e 10 pL de pomada contendo 6leo essencial de melaleuca
e copaica. Um disco com pomada comercial contendo gentamicina foi utilizado

como controle. As placas foram ent&o incubadas a 37 °C por 24 h.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.CULTURA E IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO DE BACTERIAS

Foram coletadas 67 amostras de leite provenientes de vacas diagnosticadas
com mastite clinica e subclinica. A triagem para mastite foi realizada diretamente
nas propriedades leiteiras, e as amostras foram encaminhadas ao laboratério para
isolamento e identificagdo microbiolégica do agente etioldégico. Apds a
caracterizacdo microbiolégica dos isolados, uma cepa representativa foi
selecionada para a condugao dos experimentos deste estudo.

O isolado selecionado foi cultivado em agar sal manitol (Mannitol Salt Agar -
MSA) (Figura 3, A), apresentando crescimento caracteristico acompanhado pela
mudanca da coloracdo do meio de rosa para amarelo, indicando a fermentagéo do
manitol, uma caracteristica fenotipica sugestiva de Staphylococcus aureus. As
col6nias que apresentaram esse perfil foram isoladas e submetidas a coloracao de
Gram (Figura 3, B), na qual foi possivel observar cocos Gram-positivos dispostos
em aglomerados, caracteristica morfologica tipica do género Staphylococcus. Em
seguida, foram realizados os testes de catalase (Figura 3, C).

O teste de catalase apresentou resultado positivo, confirmando a producéo da
enzima catalase. A associacdao dos resultados obtidos no cultivo em agar sal
manitol, da morfologia observada na coloragdo de Gram e do teste bioquimico de
catalase permitiu a identificacdo presuntiva do isolado como Staphylococcus

aureus.
Figura 3 -Placa com isolado cultivado em agar sal manitol (A); Visualizagao de lamina apds coloragao

de gram (B); Teste de catalase (C).

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.2. TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIBIOTICOS

O perfil de suscetibilidade antimicrobiana de Staphylococcus aureus frente aos
antibidticos avaliados revelou elevada resisténcia aos farmacos testados. Entre os

oito antimicrobianos analisados, apenas a norfloxacina apresentou atividade

efetiva, sendo o isolado classificado como sensivel. Em contrapartida, foi
observada resisténcia a neomicina, novobiocina, optoquina e penicilina, indicando
reduzida eficacia desses antibidticos no controle do microrganismo. Para a
nitrofurantoina, clindamicina e eritromicina, o isolado apresentou perfil de
sensibilidade intermediaria, sugerindo que esses antimicrobianos podem
apresentar eficacia limitada e dependente da concentracdo utilizada ou das
condicoes de tratamento. Como apresentado na Tabela 1, o isolado demonstrou
um perfil de resisténcia expressivo, uma vez que 50% (4/8) dos antibidticos
testados apresentaram resisténcia, 37,5% (3/8) apresentaram sensibilidade
intermediaria e apenas 12,5% (1/8) foram classificados como sensiveis. Os
resultados evidenciam que a norfloxacina foi o Unico antimicrobiano capaz de inibir
efetivamente o crescimento bacteriano nas condi¢des experimentais empregadas.
O perfil de suscetibilidade antimicrobiana obtido neste estudo evidenciou
elevada resisténcia de Staphylococcus aureus aos antibioticos convencionais, com
resisténcia observada para nheomicina, novobiocina, optoquina e penicilina, além
de sensibilidade intermediaria a nitrofurantoina, clindamicina e eritromicina. Esse
cenario reforgca a necessidade da busca por alternativas terapéuticas capazes de
complementar ou potencializar o controle desse patdgeno.

Nesse contexto, os Oleos essenciais de melaleuca (Melaleuca alternifolia) e
copaiba (Copaifera spp.) destacam-se como candidatos promissores devido a
presenca de compostos bioativos com reconhecida atividade antimicrobiana. O
Oleo essencial de melaleuca é rico em terpinen-4-ol, y-terpineno e a-terpineno,
compostos capazes de desestabilizar a membrana citoplasmatica bacteriana,
aumentar sua permeabilidade, promover extravasamento do conteudo intracelular
e comprometer fungdes metabdlicas essenciais. Ja o 6leo de copaiba apresenta
elevada concentracdo de sesquiterpenos, especialmente B-cariofileno, além de
diterpenos, substancias associadas a acgao antimicrobiana, anti-inflamatéria e

antioxidante.
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Diferentemente dos antibidticos convencionais, que geralmente atuam sobre

um alvo celular especifico, os 6leos essenciais apresentam mecanismos de agao
multiplos e simultdneos. Essa caracteristica reduz a probabilidade de
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, uma vez que 0s microrganismos
precisam adaptar diversos mecanismos fisiolégicos ao mesmo tempo para
sobreviver a acdo desses compostos. Além disso, diversos estudos tém
demonstrado que 6leos essenciais podem atuar sinergicamente com antibidticos,
restaurando ou potencializando a eficacia de farmacos frente a cepas resistentes.
Dessa forma, a elevada resisténcia observada para os antimicrobianos
convencionais, aliada a expressiva atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais,
justifica a investigacdo desses compostos como alternativas sustentaveis e
inovadoras para o controle de Staphylococcus aureus, contribuindo para reduzir a
dependéncia de antibidticos e minimizar a disseminacdo da resisténcia

antimicrobiana.

Tabela 1- Perfil de sensibilidade a antibioticos.

ANTIBIOTICO GRUPO RESULTADO
Norfloxacina Amplo Aspectro (-) Sensivel
Neomicina Amplo Aspectro (-) Resistente
Nitrofurantoina Amplo Aspectro Intermediario
Novobiocina Gram Positivo Resistente
Clindamicina Gram Positivo Intermediario
Eritromicina Gram Positivo Intermediario
Optoquina Gram Positivo Resistente
Penicilina Gram Positivo Resistente

_ Fonte: Elaborado pelos autores, 2026. B
4.3.CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO

BACTERICIDA MINIMA (CBM)

A atividade antimicrobiana dos oleos foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo utilizando resazurina como indicador de viabilidade celular.
Conforme apresentado na Tabela 2, o 6leo essencial de melaleuca apresentou
Concentracao Inibitoria Minima (CIM) de 0,781 mg/mL frente a Staphylococcus
aureus, enquanto o 6leo de copaiba apresentou CIM de 6,250 mg/mL. Esses

resultados demonstram que o Oleo de melaleuca apresentou maior atividade
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inibitéria, sendo capaz de impedir o crescimento bacteriano em concentracao
aproximadamente oito vezes inferior a hecessaria para o 6leo de copaiba.

Na avaliacdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM), determinada pela
auséncia de crescimento apos subcultivo em caldo BHI, o éleo essencial de
melaleuca apresentou CBM de 3,125 mg/mL, enquanto o oleo de copaiba
apresentou CBM de 25,000 mg/mL. Assim como observado para a CIM, o 6leo de
melaleuca demonstrou maior efeito bactericida, necessitando de concentragao oito
vezes menor para eliminar completamente as células de S. aureus.

A razao CBM/CIM foi igual a 4 para ambos os 6leos. Considerando que
valores de CBM/CIM < 4 sao geralmente indicativos de atividade bactericida,
ambos os tratamentos apresentaram efeito bactericida frente a Staphylococcus
aureus. Entretanto, o Oleo essencial de melaleuca apresentou maior poténcia
antimicrobiana, evidenciada pelos menores valores de CIM e CBM quando

comparado ao oleo de copaiba.

Tabela 2 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM) dos 6leos
essenciais contra Staphylococcus aureus.

Oleo essencial CIM (mg/mL) CBM (mg/mL) Atividade
Melaleuca 0,781 £ 0,00 3,125 £ 0,00 Bactericida
Copaiba 6,250 £ 0,00 25,000 = 0,00 Bactericida

Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

4.4. FORMULACAO DE EMULSAO INCORPORADAS COM OLEOS ESSENCIAIS

E COMBINACOES TESTE DE DIFUSAO EM POCO ANTIMICROBIANO

O crescente impacto da resisténcia aos antimicrobianos tem impulsionado a
busca por novas estratégias terapéuticas capazes de reduzir a dependéncia de
antibidticos convencionais. Nesse contexto, sistemas de liberacdo, como
emulsdes e nanoemulsdes, tém recebido destaque por representarem tecnologias
promissoras e amplamente exploradas nas areas farmacéutica, alimenticia,
meédica e veterinaria. Essas formulagdes apresentam potencial para aumentar a
estabilidade, a biodisponibilidade e a atividade bioldégica de compostos lipofilicos,
como os Oleos essenciais, ampliando sua aplicabilidade terapéutica.

Diversos estudos tém demonstrado a eficacia de emulsdes e nanoemulsdes
contendo 6leos essenciais no controle de microrganismos resistentes. Sharaf et al.

(2026), avaliaram a atividade antibacteriana e antibiofiime do 6leo essencial de
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melaleuca (Melaleuca alternifolia) e de sua nanoemulsdo frente a bactérias
multirresistentes, incluindo Staphylococcus aureus, observando resultados
promissores em ambas as formulagdes. De forma semelhante, Wang et al. (2025),
relataram que o dleo da arvore-do-cha (Tea Tree Oil — TTO), extraido das folhas
de M. alternifolia, apresenta expressiva atividade antibacteriana.

Entretanto, sua baixa solubilidade em agua e elevada volatilidade limitam sua
aplicacao clinica. Para contornar essas limitagoes, os autores desenvolveram uma
nanoemulsao estavel utilizando TTO e Tween 80 (Nano TTO), demonstrando que
essa formulagcdo atuou como adjuvante da amoxicilina, potencializando sua
atividade contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e reduzindo
significativamente a formacao de biofilmes.

O 6leo essencial de copaiba também tem despertado interesse devido as
suas propriedades antimicrobianas. Do Carmo Silva et al. (2020), demonstraram
sua eficacia antifungica contra cepas de Paracoccidioides spp., reforcando seu
potencial como alternativa terapéutica natural. Apesar dos avancos relacionados
ao uso individual dos 6leos essenciais de melaleuca e copaiba, ainda sao
escassos os estudos que investigam o efeito da combinacdo desses compostos
frente a microrganismos multirresistentes.

No presente estudo, tanto os 6leos essenciais avaliados individualmente
quanto sua combinagao apresentaram atividade antimicrobiana frente a uma cepa
de S. aureus isolada de leite de vacas com mastite bovina, evidenciada pela
formacao de halos de inibi¢cdo, apresentado na Figura 4. Esses achados sugerem
um potencial efeito sinérgico entre os 6leos essenciais e indicam que essa
associacao pode representar uma estratégia promissora para o desenvolvimento
de formulagbes intramamarias alternativas destinadas ao tratamento da mastite
bovina, contribuindo para a redugdo do uso de antibiéticos convencionais e,

consequentemente, para o enfrentamento da resisténcia antimicrobiana.
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Figura 4 - Pomada de 6leos essenciais (A) e teste de poco difuséo (B).

A B

OE Melaleuca
+ Copaiba

- W
Gentamicina

OE Melaleuca +
Copaiba

OE Melaleuca Copaiba

Fonte: Arquivo pessoal
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A resisténcia aos antimicrobianos representa um dos maiores desafios para a
saude publica e veterinaria, reforcando a necessidade do desenvolvimento de
alternativas terapéuticas eficazes, seguras e sustentaveis para o controle de
infeccdes, como a mastite bovina. Nesse contexto, a utilizagdo de compostos bioativos
de origem natural desponta como uma estratégia promissora para reduzir a
dependéncia de antibi6ticos convencionais e minimizar a disseminagao da resisténcia
bacteriana.

Os resultados deste estudo demonstraram que o0s Oleos essenciais de
melaleuca e copaiba apresentam expressiva atividade antibacteriana e bactericida
frente ao isolado de Staphylococcus aureus. Além disso, o isolado avaliado
apresentou resisténcia a parte dos antibidticos testados, evidenciando a relevancia da
busca por novas alternativas terapéuticas. As formulagbes desenvolvidas, tanto
contendo os O6leos essenciais de forma isolada quanto em combinacdo, também
exibiram atividade antibacteriana contra S. aureus, indicando seu potencial como
sistemas de liberacao para o tratamento tépico da mastite bovina.

Como perspectivas futuras, o isolado bacteriano sera submetido a identificacao
molecular por PCR em tempo real (qQPCR), visando confirmar sua identidade e
investigar a presenca de genes relacionados a viruléncia e a resisténcia aos
antimicrobianos. Adicionalmente, pretende-se realizar a caracterizagao fisico-quimica
das formulagdes por meio das técnicas de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC),
Analise Termogravimétrica (TGA), Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET).
Também serdo conduzidas analises microbioldgicas complementares, incluindo a
avaliacao das alteracdes morfolégicas promovidas pela emulsao sobre S. aureus por
meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), contribuindo para a elucidacao

do mecanismo de a¢&o da formulagéo.
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