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Resumo

A produgdo de B-lactamases por bactérias Gram-negativas ¢ a principal forma de resisténcia aos
antimicrobianos, com destaque para as f-lactamases de amplo espectro (ESBL) e de carbapenemases (KPC).
Como forma de controle dos microrganismos multirresistentes, os metabdlitos secundarios vegetais sdo objeto
de estudo para o desenvolvimento de novos medicamentos. O 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (OTT)
possui efeito antifungico, anti-inflamatdrio e antimicrobiano, este tltimo atribuido principalmente aos terpenos
presentes na sua composi¢ao. Este trabalho objetivou determinar o potencial antimicrobiano de emulsdes de
OTT frente a isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae multirresistentes produtores de ESBL e
carbapenemases responsaveis por infecgdes hospitalares. A atividade antibacteriana das emulsdes do 6leo
essencial foi determinada através da concentragdo inibitdria minima (CIM), pelos métodos de macrodilui¢ao
em tubos, Spot-on-the-lawn, difusdo por pogos em agar e disco-difusdo. As concentragcdes que inibiram o
crescimento bacteriano variaram entre 0,25% a 1,5% para as diferentes metodologias aplicadas. As emulsdes
do oleo essencial de Melaleuca alternifolia inibiram o crescimento das bactérias multirresistentes, conforme
observado no método da macrodiluicdo em tubo e Spot-on-the-lawn. A cepa hospitalar de Escherichia coli
produtora de ESBL mostrou-se a cepa mais sensivel, o que permite descrever o potencial antibacteriano do 6leo,
que devera ser avaliado em estudos futuros como agente de controle.
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Abstract

Essential oil of Melaleuca alternifolia is effective against ESBL- and KPC-producing multiresistant
isolates that cause hospital infections. The production of B-lactamases by Gram-negative bacteria is the main
form of antimicrobial resistance, especially broad-spectrum f-lactamases (ESBL) and carbapenemases (KPC).
To control multiresistant microorganisms, secondary plant metabolites are being studied to develop new drugs.
The essential oil of Melaleuca alternifolia (OTT) has antifungal, anti-inflammatory and antimicrobial effects,
of which the latter is attributed mainly to terpenes present in its composition. This work aimed to determine
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the antimicrobial potential of OTT emulsions against ESBL- and KPC- producing, multiresistant isolates of
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae isolates responsible for nosocomial infections. The antibacterial
activity of the essential oil emulsions was determined by the minimum inhibitory concentration (MIC) using
the following methods: tube macrodilution, spot-on-the-lawn, agar diffusion and disk diffusion. Concentrations
that inhibited bacterial growth ranged from 0.25% to 1.5% for the different methodologies applied. The essential
oil emulsions of Melaleuca alternifolia inhibited the growth of multiresistant bacteria, as observed for the tube
macrodilution and spot-on-the-lawn methods. The ESBL-producing Escherichia coli proved to be the most
sensitive strain to describe the antibacterial potential of the oil, which should be evaluated in future studies as

a control agent.
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Introducgao

Substancias antimicrobianas sdo aquelas que
exercem ac¢do bactericida ou bacteriostatica na
proliferacdo de microrganismos e agentes infecciosos,
com o intuito de prevenir ou de curar uma infecg¢ao
(BRASIL, 2011). Porém, através de um mecanismo
intrinseco, por vezes uma cepa bacteriana pode produzir
linhagens geneticamente menos susceptiveis aos
farmacos antimicrobianos, conferindo-lhes resisténcia e
permitindo a sua sobrevivéncia (PEREIRA; OLIVEIRA,
2016).

Um microrganismo pode ser considerado resistente
quando ele, ainda que na presenca de uma droga
antibidtica na mesma concentracao inibitoria daquela
atingida na via sérica, continua a apresentar um
crescimento in vitro (RODRIGUES et al., 2018).

Estudos revelam que em torno de 70% das bactérias
causadoras de infeccdes hospitalares apresentam
resisténcia a pelo menos um dos antimicrobianos
comumente utilizados para o tratamento dos pacientes.
A ocorréncia de infec¢des hospitalares eleva os periodos
de internamento € aumenta os custos, além de estarem
diretamente relacionadas as taxas de mortalidade
(ABELA; BORG, 2012; NUNES et al., 2014; ALVES
etal., 2017).

Numa tentativa de evidenciar o problema de
multirresisténcia de microrganismos, sobretudo no
ambito hospitalar, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) publicou a primeira lista mundial de agentes
patogénicos prioritarios multirresistentes, com o intuito
de direcionar as pesquisas e o desenvolvimento de novas
drogas antibioticas, enfatizando também o uso controlado
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e racional desses medicamentos. No topo dessa lista
encontram-se os patdgenos considerados criticos e
que frequentemente estdo associados as infecgdes
hospitalares, entre os quais estdo os microrganismos
Gram-negativos da familia Enterobacteriaceae (OPAS/
OMS, 2017).

Entre as bactérias Gram-negativas, a producdo
de B-lactamases ¢ a principal forma de resisténcia aos
antimicrobianos, com destaque para as Betalactamases
de Espectro Ampliado (ESBL), que fazem hidroélise da
cadeia oximino-betalactamase das cefalosporinas de
ampla cobertura, e para as produtoras de carbapenemases
(KPC). Estas tltimas possuem genes que lhes conferem
resisténcia a todos os agentes betalactamicos como
as cefalosporinas, penicilinas, monobactamicos e,
inclusive, a carbapenémicos, ocorrendo principalmente
nos géneros Klebsiella, Enterobacter, Escherichia,
Serratia, Citrobacter, Salmonella, Proteus e Morganella
(BROLUND, 2014; SEIBERT et al., 2014; DOI et al.,
2017).

Os compostos vegetais com propriedades
farmacoldgicas sao constantemente objetos de estudo para
o desenvolvimento de novas op¢des de medicamentos
(DUTRA etal.,2016). Essa ¢ uma tendéncia estimulada
pela OMS, que reforca a necessidade de priorizar
pesquisas que levem em conta a efetividade e a seguranca
do uso de praticas complementares para promoc¢ao da
saude das populagdes (DAMATO, 2015).

Nabusca por novas matérias-primas que preencham
as lacunas que a multirresisténcia produz, diversos
estudos buscam opg¢des de antimicrobianos que incluem
metabdlitos secundarios de plantas aromaticas, incluindo
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o uso de oleos essenciais (OE) e os compostos quimicos
volateis (GNATTA, 2012; LEAL, 2013).

Uma vasta diversidade de OE oferece propriedades
bactericidas, tanto contra bactérias Gram-positivas
quanto para Gram-negativas, e entre eles encontra-se
o OE de Melaleuca alternifolia, ou Oleo de Tea Tree
(OTT), extraido por arraste a vapor de um tipo de arvore
que leva 0 mesmo nome, pertencente a familia Myrtaceae
(LEE et al., 2013).

O aumento do numero de mortes devido
as complicagdes decorrentes de microrganismos
multirresistentes concomitantemente com o desenvol-
vimento de novas pesquisas para elaboracao de farmacos
que venham a erradicar estes isolados, desperta o
interesse no desenvolvimento de novas solugdes
para conter a disseminacdo de tais microrganismos.
Assim, este trabalho teve como objetivo determinar
o potencial antimicrobiano do OTT frente a isolados
multirresistentes causadores de infecg@o hospitalar,
determinando a concentragdo inibitoria minima do
composto por variadas metodologias.

Material e Métodos

Obtencao e crescimento dos isolados
multirresistentes

A obteng¢ao dos microrganismos se deu através do
isolamento de sitios anatdmicos colonizados de pacientes
acometidos por infeccdes em ambiente hospitalar. As
amostras de urina e swab retal foram coletadas em um
hospital de grande porte e referéncia em transplantes
hepaticos e de medula 6ssea na cidade de Curitiba—PR.

Os isolados de Escherichia coli ESBL, Klebsiella
pneumoniae ESBL e K. pneumoniae KPC foram
colocados para crescimento em agar Macconkey por 24 h
a37°C. Osisolados E. coli ATCC 25922 e K. pneumoniae
ATCC 13883 foram crescidos nas mesmas condi¢des.
As colonias puras foram diluidas em solugdo salina
0,9% e a leitura foi realizada em espectrofotometro na
absorbancia de 625 nm para obter a suspensao bacteriana
na concentragdo de 1,5x 108 UFC/mL. Essa concentragdo
bacteriana foi utilizada em todos os métodos.

Obtencdo do OTT e preparado das
emulsoées

Utilizou-se o o6leo essencial de Melaleuca
alternifolia da empresa Harmonie Aromaterapia Ltda.,
com atestado de origem Australiana, pureza e niveis
dos componentes comprovados pelo laudo de anéalise
quimica de cromatografia gasosa de alta resolugdo. Para
as analises propostas foram preparadas emulsdes do 6leo
a 0,25, 0,5, 0,75, 1,0 e 1,5% utilizando 5 pL de Tween
80 como agente emulsificante em dgua destilada qsp 2,2
mL (NASCIMENTO et al., 2007). As emulsoes foram
agitadas em vortex, a temperatura ambiente.

Determinacgao da
inibitéria minima

concentragao

Técnica de macrodiluicao

Foram preparados tubos de ensaio contendo 800
pL de caldo BHI, 200 pL do microrganismo e 1 mL da
emulsdo de OTT, seguindo a metodologia proposta por
Ostrosky et al. (2008) com algumas modificagdoes. Como
controle positivo de crescimento foi utilizado 800 uL
de caldo BHI com 200 pL do microrganismo, e para o
controle de inibicao foi adicionada a Polimixina 0,5 pg/
mL. O emulsificante também foi avaliado assegurando
ndo possuir a¢cdo bactericida frente as cepas testadas.
Os experimentos foram incubados por 24 h a 37°C e as
analises foram realizadas em triplicata, para cada uma
das concentracdes.

Determinacao da CIM

Ao término de 24 h, os tubos com o caldo
visivelmente limpidos foram semeados em agar Mueller-
Hinton (MH) para contagem de coldnias e determinagao
da CIM. Os testes foram realizados em triplicata ¢ a
CIM foi considerada como a ultima concentragdo de
OTT capaz de inibir em sua totalidade o crescimento
bacteriano (NASCIMENTO et al., 2007).

Spot-on-the-lawn

A técnica descrita por Daifas et al. (2004), com
algumas modificagdes, foi empregada para determinagao
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da CIM. Através do método de dispersao, as suspensoes
bacterianas foram semeadas em placa contendo agar MH
e entdo, apos secagem das placas, aliquotas de 10 uL
das diversas concentragdes de OTT foram dispensadas
pontualmente. Apds completa absor¢ao das emulsdes,
as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Os halos
de inibi¢do do crescimento bacteriano foram expressos
em milimetros (mm). As andlises foram realizadas em
triplicata e os resultados foram expressos pela média
aritmética e pelo desvio padrdo dos trés ensaios.

Difusao por po¢os em agar MH

As suspensdes bacterianas foram semeadas em agar
MH pela técnica de distensdo. Apos a completa secagem
da placa, pocos de 4 mm de didmetro foram realizados
no agar e 100 pL das emulsdes de OTT nas diversas
concentracdes foram adicionadas aos pogos. As placas
seguiram para refrigeragdo, para que houvesse difusao
do material sem que ocorresse crescimento bacteriano,
e, entdo, foram encubadas a 37°C por 24 h. As analises
foram realizadas em triplicata e os halos de inibicao de
crescimento bacteriano foram expressos em milimetros
(mm) (SILVA et al., 2010).

Disco-difusao (método de Kirby-Bauser)

Seguindo as recomendagdes do CLSI (2017), as
placas com dgar MH foram semeadas com a suspenséo
bacteriana e receberam discos de papel filtro de 6,5 mm,
impregnados com 15 pL das diversas concentragdes
das emulsdes de OTT e entdo incubados a 37 °C por
24 h. Apo6s esse periodo, os halos de inibicdo foram
observados e expressos em milimetros (mm). As
analises foram realizadas em triplicata. Para o controle
de inibi¢do negativo foram utilizados discos estéreis
6,5 mm enquanto para o controle positivo foi utilizado
Polimixina 300 UI para os isolados sensiveis.

Analise estatistica

O tratamento estatistico foi realizado pela analise
de variancia (ANOVA), com p < 0,05 para grau de
significancia, seguida do teste de comparacdo multipla
de Tukey desenvolvido com o Software GraphPad Prism
versdo 5.0.
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Resultados

As propriedades antimicrobianas dos 6leos
essenciais residem, sobretudo, no seu grupo terpeno. Nas
plantas medicinais, o contetdo total ou as propor¢des
relativas dos terpenos pode variar entre plantas da
mesma espécie devido a diversos fatores ambientais,
além de variagdes genéticas intraespecificas da espécie
vegetal, que podem alterar os teores dos principios ativos
presentes no 6leo, incluindo os aromaticos (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007; SEFIDKON et al., 2007).

A analise cromatografica do 6leo essencial
comercial de Melaleuca alternifolia, fornecida pela
empresa, apresentou 73% de terpenos; sendo os
compostos majoritarios identificados como: terpinen-
4-0l (45%), y-terpineno (19,5%), a-terpineno (9,1%),
a-terpineol (4,3%), terpinoleno (3,5%), p-cimeno
(2,6%), a-pineno (2,2%), viridiflorino (2,1%), limoneno
(1,9%), cis-calameno (1,5%), B-gurjuneno (1,4%),
1,8-cineol (1,3%) e outros compostos minoritarios
identificados como: a-thujeno (0,6%), sabineno (0,5%),
B-pineno (0,6%), mirceno (0,6%), a-felandreno (0,5%)
e outros (2,8%).

A concentragdo inibitdria minima das emulsdes
foi testada pela técnica da macrodiluicao em tubo, e a
menor concentragdo que inibiu o crescimento de todos
os microrganismos foi a de 0,25% de OTT (Tabela 1).
Nascimento et al. (2007) relatam que a formacao de uma
suspensdo com turbidez ao se utilizar 6leos essenciais
pode ocorrer, ocasionada por uma dilui¢do insuficiente
dos compostos testados, interferindo na analise visual
da eficacia do oleo.

Por outro lado, na analise das placas onde
a metodologia Spot-on-the-lawn foi empregada
(Tabela 2), observou-se a formagao de halos de inibi¢ao
do crescimento das bactérias nas concentragdes de 0,25%
até 1,5% de emulsdo de OTT. Observou-se que a bactéria
K. pneumoniae KPC ndo apresentou grande variagdo dos
halos, sendo 4 mm observado na concentragao de 0,25%
e 6 mm na maxima concentracdo testada. Sugere-se
que a morfologia das coldnias produzidas pelo género
Klebsiella, com seu aspecto mucoide, pode ser um fator
prejudicial na visualizagdo de halos de inibi¢cdo e a
hipotese levantada € confirmada por Aires et al. (2017).
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TABELA 1: Determinacdo da concentragdo inibitoria minima em caldo e placa frente a isolados de B-lactamases de amplo
espectro (ESBL) e de carbapenemases e (KPC) expostos a diversas concentragdes de 6leo essencial de Melaleuca

alternifolia.
Metodologias aplicadas
Isolados Frch
Macrodiluicio  Spot-on-the-lawn Dlil:;a:ggilﬁ%cos Disco-difusao
E. coli ESBL 0,25%* 0,25%? ov 0P
E. coli ATCC 25922 0,25%* 0,25%? ob 0P
K. pneumoniae ESBL 0,25%* 1,0%® 0° 0°
K. pneumoniae KPC 0,25%* 0,25%* 0b 0P
K. pneumoniae ATCC 13883 0,25%? 0,25%? 0° 0P

MH: Agar Mueller Hinton; Ao se comparar as metodologias utilizadas para determinagio da CIM, letras diferentes subscritas nas
identificacdes das concentragdes aplicadas nos tratamentos em relagdo ao patdgeno apresentam diferengas estatisticas pelo teste de Tukey

(p > 0,05).

TABELA 2: Medidas dos halos de inibi¢ao (mm) formados pelo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia em placas de agar
MH impregnadas conforme metodologia Spot-on-the-lawn contra isolados multirresistentes.

Concentragoes (%)/Halos (mm)

Isolados
0,25% 0,5% 0,75% 1% 1,5%
E. coli ESBL 8§+£0,77 8§+£0,1* 8+1,4° 9+2,8 10+ 1,4°
E. coli ATCC 25922 7,3+£0,2% 7,5+0,3? 7,3+0,2° 8,1 +0,4° 8,6 0,17
K. pneumoniae ESBL 0? 0° 7+ 1,4° 9+0,7°
K. pneumoniae KPC 4+0,7° 5+0,12 6+0,1* 6+0,22 6+0,1?
K. pneumoniae ATCC 13883 0? 540,3° 4,6 +£0,3° 4,8 £0,2° 5,3+0,2°

+ desvio padrdo. Ao se comparar as concentragdes das emulsdes empregadas na metodologia analisada, letras diferentes subscritas nas
identificagdes das concentragdes aplicadas nos tratamentos em relagdo ao patdgeno apresentam diferengas estatisticas pelo teste de Tukey

(p > 0,05).

Seguindo para Tabela 2, na metodologia Spot-on-
the-lawn, E. coli ESBL apresentou halos de inibigao
entre 8mm para a concentragdo 0,25% a 10mm para a
concentragdo 1,5%. Todos os testes foram realizados em
triplicata e os resultados foram expressos pela média
aritmética e desvio padrao dos trés ensaios. As analises
das cepas padrdes pela mesma metodologia ndo diferiu
estatisticamente nos ensaios (p > 0,05).

Nas placas onde se empregou a técnica de difusao
por pogos em agar MH ndo houve formagao de halos que
pudessem ser visualizados (Tabela 1). Possivelmente,
a alta viscosidade do 6leo € um fator importante a ser
considerado no emprego desta técnica.

Discussao

A International Organization for Standardization
(2017), pela normativa ISO 4730:2017, preconiza que
a composicdo do OTT deve conter mais de 30% do
seu biomarcador, o terpinen-4-ol, menos de 15% de
1,8-cineol, entre 10% a 28% de y-terpineno ¢ 0,5% a
12% de p-cimeno. Através da analise obtida constata-
se, assim, a pureza do 6leo essencial comercial para o
estudo.

A acdo antimicrobiana do OTT esta relacionada
a sua interven¢do na camada de fosfolipidios da
membrana celular bacteriana devido ao seu carater
lipofilico, promovendo um aumento da permeabilidade
da membrana citoplasmatica (BEZERRA CRISPIM;
DE LACERDA, 2014; SARTO; JUNIOR, 2014).
Por conseguinte, ocorre a perda de elétrons e a
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coagulacdo dos constituintes plasmaticos, provocando
um extravasamento do material intracelular, em especial
ions de potassio. Como consequéncia de todo este
processo, tem-se a inibigdo da respiragdo e a quebra da
homeostase celular (GE; GE, 2016).

Embora a disco-difusdo para avaliacdo da atividade
antibacteriana seja a metodologia de primeira escolha
na maioria das pesquisas utilizando 6leos essenciais,
no presente estudo a avaliacdo das placas nao revelou
a presenga de halos de inibicdo. Na abordagem sobre
os métodos empregados para a avaliacao da atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais, Takarada et al.
(2004) e Nascimento et al. (2007) fazem referéncia a
utilizagdo da técnica de disco-difusdo, e sugerem que a
alta viscosidade da emulsdo e a formagao de micelas pelo
uso do emulsificante Tween podem interferir durante a
impregnacao dos discos de papel.

Ao analisarem os efeitos antibacterianos do OTT
contra E. coli e K. pneumoniae de isolados clinicos
humanos, Andrade et al. (2016) optaram pela técnica
de microdilui¢do em placas, utilizando o OTT em
diversas concentra¢des, também utilizando como
emulsificante Tween 80 a 0,5% além do indicador
resazurina a 0,01% na determinagdo da CIM. Para
avaliagao do potencial antimicrobiano, fez-se uso
tanto do OTT quanto do seu principal componente
de forma isolada, o terpinen-4-ol, este ultimo
apresentando-se efetivo na inibigdo do crescimento
bacteriano a uma concentracdo de 0,1%, enquanto
a do OTT ficou em 0,5%, se aproximando do valor
encontrado no presente estudo.

Utilizando microrganismos distintos, Lee et al.
(2013) testaram OTT contra Propionibacterium acnes
e Staphylococcus aureus em modelo animal, utilizando
6leo de jojoba no preparo da emulsdo, sugerindo como
ideal a aplicag@o de concentracdes inferiores a 5% de
OTT em produtos a base do composto, uma vez que
foi observada irritagdo na pele dos ratos, provocada
principalmente pelos compostos terpinen-4-ol e
1,8-cineol do OTT, sugerindo ainda que a concentragao
de 2% ¢ ideal para inibi¢do do crescimento bacteriano
in vivo.
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Empregando a nanoencapsulacdo, Flores et al.
(2013) concluiram que OTT tem sua volatilidade
diminuida consideravelmente, fornecendo protecdo as
propriedades do 6leo. Low et al. (2013) verificaram
a atividade antimicrobiana do OTT aliado a ions de
prata através de lipossomas como sistema de liberagao
controlada. Em suspensao de Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus aureus, os autores observaram que o
sistema coloidal ¢ melhor para utilizagdo em formulacdes
topicas e semissolidas, com liberacdo do ativo em
locais especificos e prevenindo ou reduzindo possiveis
reacoes de sensibilidade. Promove também um aumento
de permanéncia do ativo, potencializando a sua acdo
topica, podendo ser empregada para desenvolvimento
de farmacos em tecnologias futuras.

Sakkas et al. (2016) testaram a atividade antimi-
crobiana in vitro de cinco 6leos essenciais, entre eles o
OTT, utilizando a técnica de macrodiluicao frente a cepas
de E. coli ESBL, K. pneumonia ESBL, K. pneumonia
KPC, Acinetobacter baumannii e P. aeruginosa, isolados
de pacientes de um Hospital da Grécia. As concentragdes
de 0,125 a 4 % foram testadas e a CIM determinada
entre 0,5% a 0,75%, para os microrganismos. Embora
ndo sendo idénticas as do presente experimento, as
atividades inibitorias pelos 6leos essenciais podem
variar de acordo com a origem da cepa bacteriana,
influenciando os resultados do potencial das plantas para
o desenvolvimento de novos antimicrobianos.

Em seu estudo, Ogbaini-Emovon et al. (2015)
testaram a atividade in vitro de OTT em isolados
multirresistentes, incluindo E. coli ESBL e K. pneumonia
KPC. As emulsdes foram preparadas com 6leo de oliva
e OTT nas concentracdes de 1,5 a 10% e testadas pela
técnica de disco-difusdo. Cada disco foi impregnado
com 10 pL do OTT nas trés concentracdes testadas.
Concluiu-se que esses microrganismos demonstraram
notavel susceptibilidade ao 6leo, com formagao de halos
entre 10 mm e 36 mm, divergindo deste estudo.

Os dleos essenciais tém o potencial de alterar
tanto a permeabilidade como a fun¢@o das proteinas da
membrana celular, bloqueando suas atividades normais.
Embora esse mecanismo de agao ja tenha sido relatado,
deve-se considerar que as moléculas quimicas presentes
nos extratos naturais das plantas sdo diversas. Logo, a
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atividade de inibi¢do do crescimento bacteriano nao
pode ser atribuida a um tinico mecanismo de agao, mas a
diversos mecanismos bioquimicos e estruturais da célula
bacteriana e de seus componentes internos e externos,
que afetam as funcdes da membrana celular e/ou de
outras organelas (NAZZARO et al., 2013). Assim, a
identificacao dos exatos compostos que exercem efeitos
bactericidas torna-se um pré-requisito para otimizar seu
potencial uso terapéutico (SAKKAS et al., 2016).

Todos os isolados analisados mostraram-se
susceptiveis a alguma das concentragdes de dleo
testadas. A CIM variou conforme a metodologia
empregada e acredita-se que tal varia¢ao tenha relagao
com as caracteristicas bioquimicas do 6leo essencial.

Ao se comparar a CIM dos isolados multirresistentes
com as cepas padroes, pode-se inferir que 0 mecanismo
de resisténcia aos antibioticos ¢ independente da
sensibilidade aos terpenos, possivelmente pelo
mecanismo de agdo distinto.

As emulsdes do 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia inibiram o crescimento das bactérias
multirresistentes, conforme observado no método da
macrodiluicdo em tubo e Spot-on-the-lawn. A cepa
hospitalar de Escherichia coli produtora de ESBL
mostrou-se a cepa mais sensivel, o que permite descrever
o potencial antibacteriano do 6leo, que devera ser
avaliado em estudos futuros como agente de controle.
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