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RESUMO
Objetivou-se avaliar efeito de um produto elaborado com 6leo essencial de alecrim- pimenta
(Lippia origanoides) para higienizagcdo de tetos sobre microbiota patogénica e multirresistente
as drogas provenientes de glandula mamaria de bovinos. Bactérias do género Staphylococcus
e Streptococcus spp. sS40 0S micro-organismos mais encontrados em animais com mastite
clinica. O uso de antimicrobianos no controle da mastite é preocupante na saude publica pela
selecdo de bactérias resistentes, com isso, estudos com plantas medicinais surgem como
alternativa ao uso de produtos convencionais. Foram utilizadas amostras de leite e swabs de
tetos submetidos a higienizacdo pré e pbés ordenha com tratamento de um produto
experimental (PEX) a base de 6leo essencial do alecrim-pimenta e tratamento com produto
convencional (CONV) a base de iodo e clorexidine. Nas amostras de leite analisadas foram
identificados 10,42% de Streptococcus spp. e 26,56% de Staphylococcus coagulase negativo
(SCN), ndo sendo identificado Staphylococcus aureus. Nao foi observada diferenca significativa
entre a frequéncia isolados de SCN e Streptococcus ssp (p<0,05) nos dois tratamentos. A
eficdcia do produto experimental (PEX) foi confirmada com taxa de novas infeccdes
intramamarias (NIIM) no valor de 0,41 para SCN e para Streptococcus sp. igual a 0, sendo
resultados estatisticamente semelhantes (p>0,05) aos obtidos com produto convencional
(CONV) e em indices de NIIM dentro do recomendado que é de 0,5. Foi observado alta
resisténcia microbiana a oxacilina, penicilina, eritormicina e tetraciclina, sendo confirmado com
a awaliacdo do indice de multirresisténcia aos antibioticos (MAR) de 90,9% em S. aureus
isolados de tetos, 35,61% em SCN isolados dos tetos, 93,9% SCN isolados e leite e 15,78%
em Streptococcus spp. isolados do leite. Obserwu-se diferengca entre a resisténcia aos
antimicrobianos e ao PEX e entre PEX e oxacilina nos testes de difusdo em agar. As cepas de
Staphylococcus coagulase negativo de isolados do leite e tetos eram diferentes e nao foi
obsenado identificacdo de Staphylococcus aureus no leite, indicando a eficacia do produto em
evitar a colonizacdo do interior da glandula mamaria pela microbiota da pele dos tetos. A
microbiota isolada da pele dos tetos e do leite foi multirresistente a antimicrobianos
convencionais e sensivel ao produto experimental elaborado com 6leo de alecrim-pimenta

indicando ser estes promissor na profilaxia e tratamento de mastite bovina.

PALAVRAS CHAVE: Antisséptico. Fitoterapia. Lippia origanoides. Qualidade do leite. Vacas

leiteiras.




ABSTRACT

This study aimed to evaluate a product made with essential oil effect alecrim- pepper (Lippia
origanoides) for cleaning ceillings on pathogenic and multiresistant microorganisms to drugs
from the mammary gland of cattle. Bacterial genera gropu of Staphylococcus spp. and
Streptococcus spp. are microorganisms found in most animals with clinical mastites. The use of
antimicrobials in the control of mastitis is of concern in public health for the selection of resistant
bacteria, therefore, studies medicinal plants are an alternative to the use of conventional
products. Milk samples were used and swabs of teats subjected to pre and post milking
sanitization treatment with an experimental product (PEX) the essential oil of rosemary
peppermint base and treating with the conventional product (CONV) based on iodine and
chlorhexidine. In the milk samples analyzed were identified 10.42% of Streptococcus spp. and
26.56% of coagulase-negative Staphylococcus (SCN), not being identified Staphylococcus
aureus. There was no significant difference between the isolated frequency SCN and
Streptococcus spp. (p <0.05) in both treatments. The efficacy of the investigational product
(PEX) was confirmed with rate of new intramammary infections (NIIM) in the amount of 0.41 to
SCN and Streptococcus sp. equal to 0, statistically similar results (p> 0.05) obtained with the
conventional product (CONV) and NIIM index which is within the recommended 0.5. It was
observed high microbial resistance to oxacillin, penicillin and tetracycline eritormicina, being
confirmed with the assessment of multidrug resistance rate to antibiotics (SEA) of 90.9% in S.
aureus isolated from ceilings, 35.61% in SCN insulated ceilings, SCN isolated and 93.9% milk,
and 15.78% by Streptococcus spp. isolated from milk. There was difference between
antimicrobial resistance and PEX and between PEX and oxacillin in the agar diffusion test. The
strains of coagulase-negative Staphylococcus isolates from milk and ceilings were different and
was not observed identification of Staphylococcus aureus in milk, indicating the product's
efficacy in preventing colonization of the interior of the mammary gland by the microflora of the
skin of the teats. Isolated skin microbiota teats and milk was multiresistant to conventional
antimicrobials and sensitive experimental product made with rosemary peppermint oil indicating

that these promising in prophylaxis and treatment of bovine mastitis.

INDEX-THERMS: Antiseptic. Phytotherapy. Lippia origanoides. Milk quality. Dairy cows.
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1 INTRODUCAO

O uso de antibidticos € uma das principais ferramentas para eliminagdo de infec¢gdes
intramamarias e representa estratégia essencial para controle desta enfermidade, mas a
utiizacdo de forma inadequada e indiscriminada seleciona cepas multirresistentes, o que
dificulta o controle sanitario no rebanho com mastite bovina (MOTA et al., 2012).

Staphylococcus aureus € 0 micro-organismo de maior importancia, considerado que
poderdo estar presentes nos animais, ambiente de ordenha e humanos, bem como na
producdo de clones multirresistentes que circulam entre hospedeiros e/ou reservatérios e que
acarreta em problemas na salde publica (SANTIAGO-NETO et al., 2014).

Considerados patégenos secundarios, Staphylococcus coagulase negativo (SCN)
possuem papel importante na mastite, embora com menor viruléncia, tem sido problematico na
diminuicdo da producéo de leite (TENHAGEN et al., 2006), bem como na producdo de toxinas
e forte resisténcia aos antimicrobianos (GUIMARAES et al. 2013; SILVA et al., 2014).

A multirresisténcia as drogas tem sido o maior desafio da atualidade no tratamento de
mastite bovina. Pesquisas que visam elucidar a presenca de Staphylococcus aureus meticilina
resistentes (MRSA) no Brasil, e uma possivel associacdo de cepas multirresistentes com
menor sensibilidade aos 6leos essenciais sdo importantes no que diz respeito a epidemiologia,
bem como suporte cientifico na elaboragdo de novos produtos no tratamento de mastite bovina
e elaboracdo de programas de controle da enfermidade (SANTIAGO-NETO et al., 2014
SCHWARZ et al., 2010).

O uso de extratos vegetais na sanitizagcdo de equipamentos e instalagfes, tratamento e
controle de enfermidades dos animais de produgdo tém sido autorizados por meio da Instru¢céo
Normativa N°64 de 18 de setembro de 2008 pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento-MAPA (BRASIL, 2008).

Plantas medicinais apresentam caracteristicas farmacolégicas devido a capacidade dos
enddéfitos produzirem metabdlitos secundarios biologicamente ativos com capacidade
bactericida (SIQUEIRA et al., 2011), com isso, a terapia alternativa vem se estabelecendo na
producdo animal como método de utilizacdo dessas substancias nos animais de producéo para
reduzir antibiéticos nesses produtos (CASTRO, 1999; FAGUNDES, 2003).

Pesquisas relatam diferentes perfis de sensibilidade de cepas de Staphylococcus
aureus ao 6leo essencial de alecrim-pimenta, composto bio-ativo que esta em estudo como
produto alternativo (ALMEIDA et al., 2010a; ANDRADE et al., 2014). A identificagdo genotipica
de cepas multirresistentes e possivel associacdo ao perfil de sensibilidade ao 6leo essencial
permitirAo avangos no conhecimento de mecanismos de sensibilidade ao éleo, bem como a

presenca de cepas MRSA em rebanhos da regido.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar efeito de um produto elaborado com 6leo essencial de alecrim-pimenta para
higienizacdo de tetos sobre microbiota patogénica e multirresistente as drogas provenientes de

glandula mamaria de bovinos.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a presenca de Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativo e
Streptococcus spp. em leite de vacas tratadas com antisséptico a base de 6leo de
alecrim-pimenta para higienizacdo de tetos pré e pds ordenha.

e Analisar indices de eficiéncia do antisséptico a base de 6leo de alecrim-pimenta para
higienizacdo de tetos pré e poés ordenha na prevencdo de novas infeccdes
intramamarias.

e Identificar Staphylococcus aureus dos tetos, Staphylococcus coagulase negativo dos
tetos e leite e Streptococcus spp. do leite multirresistentes a meticilina e o perfil de
sensibilidade destas cepas a antimicrobiano experimental a base de 6leo essencial de

alecrim-pimenta (Lippia origanoides) e convencional a base de clorexidine e iodo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mastite na producéo leiteira

Palawa derivada do grego mastos, ou mamite, do latim mammae (DIAS, 2007).
Doenca mais estudada e de maior importancia econdmica na produgdo leiteira, em que o
processo inflamatério da glandula maméria se d& pela inflamacdo do tecido glandular por
traumas fisicos, agentes quimicos e biol6gicos, que o modifica patologicamente podendo
causar lesdes irreversiveis (SOUTO, 2006).

A infeccdo do Ubere ¢é causada pela proliferacdo de bactérias dos géneros
Staphylococcus e Streptococcus, alterando a composicdo do leite, contagem de células
somaticas (CCS), qualidade microbiolégica, fisico e quimica do leite (DUFOUR et al., 2011). De
Vliegher et al. (2012), observaram em seus estudos que a mastite é causada por Varios
patégenos, sendo as bactérias do género Staphylococcus spp. as mais frequentes em isolados
de leite com casos confirmados da doencga.

O diagndstico de infecgdes intramamaérias (IIM) tem sido debatido por Varios anos, e 0s
fatores considerados sdo os micro-organismos encontrados nas culturas de isolados, nimero
de colbnias isoladas puras ou mistas e ocorréncia de inflamacao no Ubere, que na maioria das
vezes é contabilizado pela CCS (DOHOO et al, 2011).

A mastite pode ser classificada em duas formas de acordo com a seweridade e
exteriorizagdo do processo inflamatério (LANGONI, 1999). A forma clinica é caracterizada por
alterar visivelmente a glandula mamaria ou o leite com presenca de sinais da inflamagdo com
dor, febre, calor, perda/redugdo da fungédo secretora, bem como alteracéo no aspecto do leite
com formacdo de grumos, pus ou coagulos (LANGONI, 1999; NADER et al., 2007). Na
subclinica pode ser obsenado a reducdo da producdo de leite, aumento de CCS, e s6 é
possivel diagnosticar utilizando métodos que permitam a deteccdo de alteracbes na
composicdo e constituicdo do leite. Um desses métodos utilizados é o California Mastitis Test
(CMT) (HARMON, 1994), produto usado mundialmente no diagnéstico da mastite subclinica, e
pode ser empregado no proprio rebanho, no momento em que 0s animais sdo ordenhados.
Sua interpretacdo é baseada na observacéo visual do leite ap6s ser misturado ao reagente ou
solucéo de detergente CMT (SCHALM, NOORLANDER, 1957).

Por ser a doenga de maior prevaléncia nos rebanhos é a que resulta em maior perda
econdmica devido a reducdo da producdo e gastos com tratamentos intramamdarios, 0 que
acarreta no descarte do leite, sendo assim, para obter um produto com qualidade sé&o
necessarios cuidados sanitarios com os animais e ambiente de ordenha (KHAN; KHAN, 2006).

O sucesso da atividade leiteira sera efetivo se na propriedade houver o controle da
mastite, e a eficacia dependera da forma com que sera realizado. O pré e po6s dipping sédo
importantes ferramentas na reducdo da contaminagdo do leite, e essa antissepsia dos tetos

com testes de monitoramento s&o de fundamental importancia (MIGUEL et al., 2012).
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3.2 Antissépticos e desinfetantes comerciais utilizados em tetos de vacas leiteiras

A utilizagdo de agentes desinfetantes tem como objetivo reduzir a populagédo
microbiana e evtar potencial disseminagdo dos agentes infecciosos, e como ndo existe um
produto ideal, deve-se considerar na escolha um que seja apropriado e observar o espectro de
acdo, ndo ser toxico e irritante a pele do animal e ter custo acessivel (PEDRINI; MARGATHO,
2003).

Os principais compostos utilizados na antissepsia de tetos séo iodo e cloro, e agem de
forma a reduzir a carga microbiana precursora da mastite (AZIZOGLU et al., 2013).Hipoclorito
de sddio a 2%, iodo a 0,03% e clorexidina a 0,3% sdo os componentes mais utilizados no pré-
dipping, ja no poés-dipping sdo iodo a 0,7-1,0%, clorexidina a 0,5-1,0% e cloro a 0,3-0,5%
(SANTOS; FONSECA, 2006).

O iodo quando em maior concentracao (1% - 2%) apresentam melhor desempenho nos
testes in vitro frente a micro-organismos, mas em altas concentragdes pode deixar residuos no
leite (PEDRINI; MARGATHO, 2003). Estudos realizados por Quirk et al. (2013) demonstraram
gue mesmo na concentragdo maior, de 1%, o iodo diminuiu significativamente IIM por SCN dos
tetos testados, mas para evitar problemas com uso exacerbado, recomenda-se a utilizagdo na
concentracéo de 0,5% (PEDRINI; MARGATHO,2003).

Medeiros et al. (2009) em estudos com Staphylacoccus aureus quanto a sensibilidade,
demonstraram eficiéncia de 97,8% com iodo na concentracdo de 0,57%, 2,20% na
concentracéo de 2,5% e 89,9% com clorexidina na concentracdo de 2% com tempo de agéo de
30 segundos no teto do animal, sendo constatado que o iodo e clorexidina foram os compostos
com maior atividade desinfetante frente a esse micro-organismo.

O alto poder de penetragdo do iodo nas células dos micro-organismos pela parede
celular, leva a ruptura de proteinas ao ser utilizado nas concentracées de 30 a 50 ppm por
tempo ndo superior a 10 minutos, mas € ineficiente quando se leva em consideragdo a
elevacdo do pH com possibilidade de alteracdo do sabor ou odor dos alimentos (NASCIMENTO
et al., 2010).

O cloro usado como desinfetante de tetos no pré e pés dipping da ordenha tem alto
poder germicida e amplo espectro de acdo. O modo de acdo é na desnaturacdo das proteinas
da membrana celular microbiana, com isso acarreta na interferéncia do transporte de nutrientes
promovendo perda de componentes celulares. Ja o cloreto de so6dio (NaCl) corresponde ao
sanitizante quimico de maior utilizagdo em funcdo da acdo rdpida, de aplicacdo facil e

dissociagao completa em dgua (ANTONIOLLI et al., 2005).

3.3 Lippia origanoides (alecrim-pimenta)

O género Lippia (Verbenaceae) é muito utilizado pela medicina popular, sendo o
extrato e Oleo essenciais cientificamente testados quanto a atividade antimicrobiana (GOMES
et al., 2011).

Lippia origanoides, popularmente conhecida como alecrim-pimenta tem como principais

caracteristicas odor forte e picante, sendo extraido o Oleo essencial que possui como
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compostos majoritarios o timol (22,4%) e carvacrol (37,3%) que atribui forte atividade
antimicrobiana e antisséptica (BARRETO et al., 2014ab). O dleo essencial possui elevado valor
comercial e apresenta propriedades antisséptica, antimicrobiana, antifingica, antioxidante, anti-
inflamatdria e lanicida (ALMEIDA et al., 2010), amplamente testados devido ao potencial dos
principios bioativos (GOMES et al., 2011),

Em testes de atividade antimicrobiana com 6leo de alecrim-pimenta, Andrade et al.
(2014) constataram que a dose de 120 pL/mL foi suficiente para inibir o crescimento das
amostras de Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Salmonela cholerasuis (ATTCC 10708). Nesse mesmo estudo foram avaliados os efeitos
toxicos agudos e crénicos em concentracdes de 30, 60 e 120 mg/kg de 6leo essencial em
ratos, e o0 resultado foi que ndo houwe alteracBes significativas no peso, comportamento,
parametros hematolégicos e bioquimicos dos animais, ndo ocorrendo também alteracBes
histopatolégicas no figado, rins e coracdo sugerindo que o 6leo de alecrim-pimenta é atdxico
ap6s administracdo oral em condi¢cdes agudas ou cronicas.

Para Streptococcus mutans foi werificado que Lippia origanoides inibiu crescimento com
média de halos de 26 mm com 10 pL do 6leo essencial impregnados nos discos de papel filtro,
e mostra-se promissor quanto ao uso para condimento e antisséptico na medicina popular
(OLIVEIRA et al., 2007).

Trabalhos avaliando S.aureus isolados de leite demonstram efeito positivo frente a
esse micro-organimo mostrando sensibilidade a diferentes concentracdes do 6leo do alecrim-
pimenta. Queiroz et al. (2014) observaram que na concentragdo de 60 yL/mL o halo de inibigao
formado foi de 10mm, ja Costa et al. (2011) o halo formado foi de 8,2mm na concentracdo de
320 pL/mL.

Oliveira et al. (2007) observaram média de 18-25mm dos halos de cepas de
Staphylococcus aureus MRSA. Em estudos com alecrim-pimenta frente a MRSA, pode-se
inferir que a planta atua como fonte moduladora capaz de modificar a resisténcia fenotipica das
bactérias com aumento da permeabilidade celular (BARRETO et al., 2014a; BARRETO et al.,
2014b ; SILVA et al., 2015).

3.4 Antissépticos e desinfetantes a base de 6leo essencial utilizados em tetos de vacas
leiteiras

Plantas arométicas e seus 6leos essenciais sdo consumidos desde o inicio da historia
da humanidade. Utilizados na alimentacdo para consenacdo e acrescentar sabor, disfarcar
odores e atrair outras pessoas pelo cheiro agradawel, mas também como controle de
problemas sanitarios, influenciando no bem-estar humano e animal (FRANZ, 2010).

Oleo essencial é o produto derivado das plantas, considerado antimicrobiano natural,
podendo ser incolor ou ligeiramente amarelado (SINGH et al., 2007). Sdo complexos, wolateis,
de odor forte, produzidos a partir de metabdlitos secundarios e obtidos por arraste de vapor ou
hidro-destilacdo (BAKKALI et al., 2008).
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A sintese do 6leo pela planta pode ocorrer em todos os 6rgdos, tais como broto, flor,
folha, caule, galho, sementes, frutos e raiz e sdo armazenadas nas suas células. Os
componentes desses Oleos podem estar presentes em diversas concentragdes na mesma
planta, assim considerado uma mistura complexa (BAKALLI et al., 2008) que cujos
componentes incluem hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis,
ésteres, &cidos organicos fixos, em que um dos compostos farmacologicamente ativo é
majoritario. No alecrim-pimenta, destaca-se o carnvacrol (38,6%) e o timol (18,5%) (OLIVEIRA,
et al. 2007).

Schuch et al, (2008), em seus estudos com extratos de Eucalyptus ssp, Baccharis
trimera e Tagetes minuta, avaliando o efeito antibacteriano em micro-organismos enwolvidos
em mastite bovina, constatou a acdo dos extratos sobre o Streptococcus agalactiae foi rapida,
havendo inativacdo total aos 30 segundos, e em S. aureus aos 10 minutos ndo apresentava
mais células vidweis.

Desinfetantes de tetos pdés ordenha a base de plantas medicinais foi objeto de estudo
por Schiawon et al., (2011) em que avaliaram a frequéncia de novas infec¢des intramaméarias
(NIIM) com extrato alcodlico de folhas de chinchilo (Tagetes minuta L) e macerado de
sementes de linhaca (Linum usitatissimum L.) na concentracdo de 10% demonstrou eficacia
frente aos micro-organismos, ja que ndo foi observada diferenca estatistica entre os
tratamentos com o produto convencional a base de iodo

O Sistema Unico de Saude (SUS) juntamente com o Ministério da Salde difundem o
saber popular aliado ao técnico sobre plantas medicinais desenwolvendo pesquisas na
utilizagc&o correta para cura e tratamento de doencas em humanos (BRASIL, 2006), que vem

sendo também adotado para animais.

3.5 Multirresisténcia bacteriana a antibiéticos comerciais

No controle e tratamento de animais leiteiros afetados pela mastite, a terapia
antimicrobiana é muito utilizada, e fornece informagdes com monitoramento e analise dos
agentes etiolégicos isolados para a melhor escolha do tratamento a ser realizado (ROCHA;
MENDONCA; RIBEIRO, 2014).

Os fatores de prevaléncia da multirresisténcia por isolados de Staphylococcus aureus
podem ser explicados devido aos antibidticos comercializados nao surtirem efeito nas
bactérias, o que acarreta na dificuldade em tratar animais infecctados (OLIVEIRA; MELO;
AZEVEDO, 2009), sendo a aplicacdo de testes de sensibilidade a melhor forma de direcionar a
escolha do tratamento (MORONI et al., 2006).

A resisténcia de bactérias do género Staphylococcus spp. para mais de dois antibéticos
foi observada por diversos autores na literatura (PRIBUL et al., 2011; MEDEIROS et al., 2009;
SOARES et al.,2012)

Santos et al. (2011) isolando SCN do leite, observaram que 28% das amostras foram
resistentes a peniclina e 14 % por tetraciclina, o0 mesmo encontrado por Nader Filho et al.

(2007) em que as bactérias apresentaram maior resisténcia a penicilina.
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Staphylococcus aureus resistentes a meticilina sdo conhecidos como MRSA, em que
as cepas causadoras da mastite sdo multirresistentes a todos os antimicrobianos do grupo
beta-lactamicos. Sua origem de resisténcia se da por um gene denominado "mecA" que
codifica uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP2 ou PBP), com genética heterogénea e
mecanismos identificados diferenciados (HOLMES; ZADOKS, 2011; SPOHR et al., 2011).

A oxacilina é um dos antibiéticos que mantém sua atividade durante o armazenamento,
sendo muito utilizado para o diagnéstico laboratorial de resisténcia a meticilina. Portanto,
qualquer bactéria do género Staphylococcus sp. que sejam resistentes a essa droga devem ser
consideradas resistentes a todos antimicrobianos beta-lactamicos (FEBLER et al., 2010),

InfeccBes por S.aureus em animais com mastite sdo tratadas principalmente por
antibiéticos que estdo inseridos nos grupos dos aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas,
entre outros (BARLOW, 2011; KUMAR, YADAV; SINGH, 2011).

InfecgBes por S.aureus s&o tratados principalmente por macrolideos, lincosamidas,
beta-lactamicos, aminoglicosideos e tetraciclinas (BARLOW, 2011).

Vérios isolados de MRSA apresentaram resisténcia a muitos antimicrobianos tais como
penicilina G, gentamicina, estreptomicina, ampicilina, coprofloxacina e oxatetraciclina, em que
sdo utilizados com frequéncia em tratamentos de animais com mastite (KUMAR; YADAV;
SINGH, 2011).

Tratamentos em animais portadores de bactérias multirresistentes tem maior
dificuldade com utilizagcdo de medicamentos com amplo espectro, sendo observado por Waller
et al. (2011) nos isolados de casos de mastite clinica e subclinica em que 12% das cepas
foram resistentes a mais de quatro antimicrobianos testados, mesmo com combinagdes de
antibidticos (NAM et al. ,2010).

Diversos autores consideram o SCN como agente etiolégico em diversos processos
infecciosos em humanos e animais. S&80 micro-organismos oportunistas, podem gerar graves
infeccdes ao hospedeiro,sendo que os fatores de multirresisténcia a antibiéticos tem sido muito
estudados pela dificuldade no controle e profilaxia (CUNHA et al., 2002; RIGGATI et al., 2010;
SANTOS et al., 2006; ZURITA; MEJIA; GUZMN-BLANCO, 2010).

Cultura microbiolégica e testes de susceptibilidade s&o recomendados, tanto na
reducdo do impacto da disseminacdo da resisténcia antimicrobiana quanto pela frequéncia de
mutacdo de genes e selecdo bacteriana, isso para que o proprietario faca a escolha adequada
do agente antimicrobiano a ser administrado no animal (SCHW ARZ et al., 2010).

O teste de difusdo em agar oferece resultados padronizados se uma bactéria é
resistente ou susceptivel a determinados antimicrobianos auxiliando o seu uso no combate a
mastite (SCHWARZ et al., 2010).

Compostos antibacterianos utilizados no combate a mastite tem sido de grande
preocupa¢do na saude publica e seguranca alimentar. O uso inadequado apontando como
fator seletivo para Staphylococcus aureus em glandulas mamarias de vacas e a frequéncia de
utilizacdo desses produtos tem impulsionado novas pesquisas com métodos terapéuticos no
controle efetivo da doenga, e se faz necessario (AAMER; ABDUL-HAFEEZ; SAYED, 2014).
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3.6 Micro-organismos em estudo
3.6.1 Staphylococcus spp.

Os Staphylococcus sp. s8o os micro-organismos mais isolados em mastites (BRITO et
al., 2002; CUNHA et al., 2006), pertencentes a familia Microcaccaceae (TRAVERSO et al.,
2003).

Crescem em meio comum, com caldo ou &gar simples, pH 7,0 a 37°C, sendo que as
colénias formadas em placas apdés 18-24 horas de incubacdo, apresentam-se arredondadas,
lisas e brilhantes. A coloragdo dessas colbnias podem variar dependendo do meio utilizado,
chegando a acinzentado até o amarelo-ouro, em que a pigmentacdo aumenta com o tempo de
incubacdo prolongado. No meio agar sangue acrescido de 5% de sangue ovino pode ser
obenado halo de hemdlise em torno das colénias formadas (KONEMAN et al. ,2001).

S.aureus é a bactéria mais prevalente nas infecgcfes de vacas leiteiras (BRITO et al.,
1999; BRITO et al., 2001; FREITAS et al., 2005; WAAGE et al., 1999; WATTS, 1988), com alta
patogenicidade. Sao Gram-positivas com formato de cocos, apresenta-se isolada aos pares,
cadeias curtas ou agrupados irregularmente, em formato de cacho de uva. Possui trés tipos de
exotoxina que determinam sua patogenicidade: a hemolisina, a enterotoxina e a leucocidina
com capacidade de causar infec¢des de longa duragcdo que tendem a se tornar crénicas, com
baixa taxa de cura e grande perda na producdo de leite (BENEDETTE et al., 2008). Alguns
autores citam que S. aureus € a bactéria mais isolada em casos de mastite clinica e subclinica
(BANDEIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2010).

SCN apresenta grupo heterogéneo associado a infec¢bes da glandula maméaria de
bovinos, e sé@o encontradas no ambiente, equipamentos de ordenha e pele dos tetos (SANTOS
et al., 2010). Quando originados do canal dos tetos, estes podem colonizar a glandula maméaria
causando infecgbes, sendo explicada a proliferagdo principalmente pelo leite residual que
oferece aos micro-organismos substratos para seu desenwlvimento causando graves
problemas a salide do animal (QUIRK et al., 2013).

Estudos realizados quanto a frequéncia de SCN em animais infectados demonstram
ampla disseminacdo nos rebanhos (LOPES et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011; SANTOS et al.,
2011; SOUTO et al., 2010).

Piessens et al. (2011) em seus estudos indicam que h& uma relacdo de dependéncia
entre SCN encontradas no ambiente de ordenha e no animal, dificultando o controle e
prevencdo de infecgbes intramamarias devido a diversidade desses micro-organismos no
ambiente, 0 que causa efeitos maléficos no processo da doenca. Portanto, a desinfeccéo dos

tetos de forma adequada se torna necessario e \vital para a sanidade dos tetos.

3.6.2 Streptococcus spp.
Pertencentes a familia Streptococaceae do género Streptococcus. S&8o cocos gram-
positivos e geralmente dispostos aos pares ou em cadeias. S80 anaerébios facultativos ou

estritos e catalase negativos (KONEMAN et al. ,2001).
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As espécies causadoras da mastite sdo identificadas como: Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis, sendo o Streptococcus agalactiae 0 mais
prevalente (ALMEIDA; OLIVER, 1995).

Podem ser isolados de superficies contaminadas, sendo a médo do ordenhador uma
delas. A infec¢cdo se manifesta de forma subclinica, de modo que hé fixagdo dessas bactérias
no interior da glandula mamaria, o que leva ao quadro de inflamag¢do e endurecimento da
glandula (SANTOS; FONSECA, 2000).

O controle e diagndstico serd efetivo se houver diferenciagdo de Streptococcus
agalactiae das demais, devido a maior susceptibilidade aos antibiéticos, sendo facilmente
erradicado dos rebanhos enquanto as outras espécies ndo podem e ndo respondem as

mesmas medidas de prevencdo e controle (BRITO; BRITO, 1999).
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4 ARTIGOS

4.1- ARTIGO 1- Uso de produto a base de alecrim-pimenta (Lippia origanoides) na
reducao das infecgBes intramamarias em vacas de leite

Este artigo foi elaborado seguindo normas da Revista Ciéncia & Agrotecnologia da UFLA.
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Uso de produto a base de alecrim-pimenta (Lippia origanoides) na reducéo das
infecges intramamarias emvacas de leite

Resumo: Antimicrobianos no controle da mastite sdo preocupantes na salde publica
por selecionar micro-organismos utilizados inadequadamente, com isso, estudos com
plantas medicinais surgem como alternativa ao uso de produtos convencionais.
Objetivou-se no presente estudo avaliar eficacia de um produto alternativo experimental
a base de Oleo essencial de alecrim-pimenta (Lippia origanoides) na higienizacdo de
tetos pré e poOs ordenha de vacas da raca Holandés. Foram utilizados amostras de leite
individuais e analisadas seguindo metodologias de isolamento em agar sangue de
carneiro e provas bioguimicas, em que foram isolados 10,42% de Streptococcus spp. e
26,56% de Staphylococcus coagulase-negativo (SCN). Ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) entre os tratamentos com isolados de SCN e Streptococcus ssp..
Os dois tratamentos ndo influenciaram na ocorréncia de Novas Infecgdes Intramamarias
(NIIM) e os resultados foram semelhantes na desinfeccdo dos tetos demonstrando
eficacia do produto a base de alecrim-pimenta nos tetos.

Index-therms: bovinocultura leiteira, estafilococos, estreptococos, microbiologia.
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INTRODUCAO

Bactérias dos géneros Staphylococcus e Streptococcus alteram a composicdo
centesimal, nimero de células somaticas (CCS), qualidade microbioldgica, fisico e
quimica do leite (Dufour et al., 2011), sendo Staphylococcus spp. encontrado
principalmente nas amostras do leite de animais com mastite clinica (De Vliegher et
al.,2012).

Staphylococcus coagulase negativo séo frequentemente isoladas em leite
bovino e consideradas como patdgenos secundarios, bem como Streptococcus Sssp.
(Sampimon et al., 2011; Innings et al., 2005) causando inflamagdes na glandula
mamaria (Santos et al., 2011).

O controle da mastite na propriedade é importante ferramenta na reducdo da
contaminacdo do leite, sendo necessaria a antissepsia dos tetos com o pré e pos dipping
e 0 monitoramento da producéo de leite (Miguel et al., 2012).

Compostos antibacterianos utilizados no controle da mastite tém sido de grande
preocupacdo na saude publica e seguranca alimentar. O uso inadequado apontado como
fator seletivo para Staphylococcus aureus em glandulas mamarias de vacas e a
frequéncia de utilizagdo desses produtos vem incentivando novas pesquisas com
métodos terapéuticos no controle efetivo da doenca (Aamer; Abdul-Hafez e Sayed,
2014).

Desenvolver pesquisas que visam valorizar e validar o saber popular para
estimular 0 uso de produtos naturais na producdo de alimentos de origem animal é
pratica valiosa para um pais em que a seguranca alimentar e acesso a saude € restrito a
alguns grupos (Badke et al., 2010). Dessa forma, as plantas medicinais por conter
compostos biologicamente ativos na sua estrutura e caracteristicas bactericidas sdo de

interesse zootécnico na terapia e producdo animal e surgem como alternativa ao uso de
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medicamentos convencionais devido ao custo mais elevado (Siqueira et al., 2011), e por
estar associado a resisténcia bacteriana.

Alecrim-pimenta (Lippia origanoides) € uma planta arbustiva nativa do
semiarido do Nordeste e Norte de Minas Gerais (Martins et al., 2002). Suas folhas
apresentam 6leo essencial composta por 60% de timol ou mistura de timol e carvacrol, e
compostos  quimicos como flavonbides e quinolonas, sendo esses, agentes
antimicrobianos (Lorenzi; Matos, 2002).

O Oleo essencial da Lippia origanoides possui atividade antimicrobiana
comprovada frente a Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans (Almeida et al.,
2010; Andrade et al., 2014; Castro et al, 2011 e Silva et al, 2010)

Produtos utilizando plantas medicinais na sua composicdo mostram resultados
positivos quando utilizados corretamente, com reducdo significativa da populacédo
microbiana. Assim, nessa pesquisa, verificou-se a eficacia frente aos micro-organismos
isolados do leite de bovinos recebendo tratamento de um antisséptico alternativo
elaborado com Oleo essencial de alecrim-pimenta (Lippia origanoides) para
higienizacdo de tetos no pré e po6s ordenha no controle de novas infeccdes

intramamarias.

MATERIAL E METODOS
Selecéo dos animais e escolha dos tetos

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFMG sob o protocolo 230/2014 (ANEXO 1).

Utilizaram-se dezesseis fémeas 31/32 Holandés X Zebu, totalizando 64 tetos
por periodo de seis semanas, com analise de tetos. Os animais utilizados pertenciam ao

setor de bovinocultura leiteira da Fazenda Experimental Hamilton de Abreu Navarro

34




(FEHAN) localizada no Campus da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), em
Montes Claros-MG. Um lote homogéneo foi composto por vacas de 100 a 200 dias de
lactacdo (DEL), com quartos mamarios funcionais e sem presenca de mastite clinica,
diagnosticada pelo teste de caneca telada realizado duas vezes ao dia, durante um més
antes do inicio do experimento com escore de integridade de mucosa < 3 e escore de
sujidade <4 (Quirk et al., 2014).

As vacas selecionadas foram manejadas em lote separado dos demais animais
da propriedade, sendo ordenhadas duas vezes, as 0500 e 14h30 min, por ordenha
mecanizada, tipo balde ao pé. O funcionamento e a limpeza dos equipamentos da
ordenha foram realizados diariamente de acordo com a recomendagdo do fabricante.

Os tetos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: um tratado com
produto convencional e o outro com produto teste, sendo realizada de forma aleatoria
por sorteio, um teto esquerdo e um direito e um anterior e posterior em posicdo
diagonal. Cada grupo foi composto por 32 tetos e a identificacdo dos tetos tratados com
produto teste foi realizada com fitas e amarrados nas patas correspondentes para
diferenciacdo. Adotou-se o protocolo convencional com clorexidine a 1% (Hexiderm®)
e iodo a 2500 p.p.m. (ULTRADIP 2500®) respectivamente no pré e poés-dipping e
protocolo teste com produto experimental elaborado com Oleo essencial de alecrim
pimenta (Lippia origanoides) na concentracdo de 120 pl/mL elaborado pela Escola de
Farmécia da UFMG, utilizado no pré e pos-dipping. A elaboracdo do produto teste
atendeu 0s requisitos para produtos antimicrobianos de uso veterinario conforme
recomendacdes de Brasil (2012).

O produto alternativo foi aplicado por imersdo no pré e po6s-dipping, sendo um
aplicador sem retorno para cada um dos tratamentos e permaneceram em contato com

0s tetos por 30 segundos, sendo o armazenamento do desinfetante verificado e
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considerado em conformidade de acordo com as recomendacOes do fabricante,
garantindo aplicacdo adequada nos tratamentos testados (Ceballos-Martinez et al.,
2013).

O teste de caneca telada (CT) foi realizado diariamente nas duas ordenhas no
diagnéstico de mastite clinica para acompanhar possiveis lesdes ou reacdes ao produto
testado avaliando-se os escores de integridade do esfincter do teto (EIET) e escore de
sujidade (EST) conforme recomendados por Mein et al. (2001) e Renau et al. (2005).
Apos cada ordenha era realizado o pds-dipping e as vacas monitoradas e mantidas em
pé com o fornecimento de alimento por 30 minutos, visando o fechamento total do

esfincter do teto e, consequentemente, minimizar a contaminagdo por patdgenos.

Procedimentos para coleta e armazenamento das amostras de leite

A coleta do leite seguiu metodologia de Simdes et al. (2013), em que os tetos
eram previamente limpos com algoddo embebidos em &lcool na concentracdo de 70% e
0s primeiros jatos descartados. Os tetos mais distantes do ordenhador eram
primeiramente higienizados evitando a recontaminagdo. Os frascos com as amostras
foram acondicionados em caixas térmicas com gelo e temperatura de aproximadamente
4 a 5°C, sendo encaminhadas ao laboratorio de Sanidade Animal do CPCA localizado

no Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG.

Isolamento e identificacdo das bactérias

A metodologia de isolamento dos micro-organismos e identificacdo foi
realizada de acordo com Brito et al. (2002)., consistindo em inocular 100 uL. da amostra
de leite com auxilio de alca de Drigalski em placas contendo meio Agar Sangue Ovino

desfibrinado a 5%.
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Apo6s 48 horas de incubacdo em estufa a 37°C, procedeu-se avaliagdo das
colénias quanto a tamanho, aspecto, coloragdo e presenca ou auséncia de hemolise.
Apenas coldnias tipicas de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. foram
posteriormente inoculadas em Brain Heart Infusion Broth (BHI) e Tryptone Soy Agar

(TSA), para coloracdo de Gram e provas bioguimicas (Simdes et al., 2013).

Identificacdo dos micro-organismos por provas bioquimicas

Os micro-organismos isolados do leite foram analisados bioquimicamente por
metodologias convencionais para identificacdo de Staphylococcus spp. e Streptococcus
spp. (Quinn, 2005; Brito et al, 2002 e Simdes et al., 2013), e posteriormente
preservados e armazenados conforme recomendacOes da Anvisa (2006) na bacterioteca

do Laboratorio de Sanidade Animal do CPCA do ICA/UFMG.

Avaliacdo da eficacia do produto teste

Adotaram-se os critérios indicados por Schukken; Rauch e Morelli (2013) com
alteracBes e definiram-se para micro-organismos indicadores da eficacia do tratamento,
a presenca e auséncia de Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativo e
Streptococcus spp.

Inicialmente definiu-se o status bacterioldégico de cada quarto mamério na
primeira coleta de leite do periodo de tratamento usando Unica amostra. Uma vez que 0
qguarto era identificado como infectado por um micro-organismo especifico, caso
ocorresse nova infeccdo com o mesmo agente, esta ndo foi considerada nova infeccao.
Para ser considerado como NIIM o quarto, ndo poderia ter sido identificado

anteriormente com qualquer infeccdo na amostragem do dia de inicio do experimento e
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diante da ocorréncia de mastite clinica o animal era excluido do experimento (Ceballos-
Martinez et al., 2013; Reyer e Dohoo, 2011).

Os quartos mamarios foram identificados como tendo uma nova infeccdo
intramaméria (N1IM) quando o0 mesmo micro-organismo foi isolado em no minimo duas
coletas consecutivas (Ceballos-Martinez et al., 2013) e a cura de NIIM foi determinada
quando as amostras estavam livres do patogeno identificado como NIIM em trés
coletas consecutivas (Quirk et al., 2012).

A avaliacdo da eficicia do produto foi calculada a partir da reducdo das taxas
de eficicia de reducdo observadas durante o periodo experimental comparando os dois
produtos conforme recomendado por Ceballos-Martinez et al. (2013), a partir da

equacao:

Eficacia de um produto experimental= taxa de NIIM com produto experimental
taxa de uma NIIM com produto controle

Equacdo 1: Formula para determinacdo da Eficacia de Produto Experimental.

Adotou-se também as recomendacdes de Ceballos-Martinez et al. (2013),
quanto aos critérios para o produto experimental ser considerado ndo inferior foi
necessario definir uma margem ndo inferior denominada (d), sendo este de 50% (NMC,
2014).

Definiu-se que:

1)HO = taxa nova IMI com produto experimental - Taxa de novo IMI com
produto convencional fosse > d : produto experimental seria inferior ao convencional,;

2)HA = taxa nova IMI com produto experimental - Taxa de novo IMI com

produto convencional fosse <D : produto experimental ndo inferior ao convencional.
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Anélise estatistica

Para avaliar a frequéncia da ocorréncia de Staphylococcus spp. e Streptococcus
spp., quando se utilizou dois tratamentos como antissépticos locais no pré-dipping foi
utilizado o GraphPad Prism, Versdo 5 (Graphpad, 2015)

A diferenca observada na taxa de um novo IMI entre os tratamentos foi
calculada pelo teste de qui-quadrado, sendo a hipdtese de que ndo ha diferencas na
incidéncia do convencional com o produto teste baseados no pré e poés-dipping na
reducdo das infeccbes que ocorrem naturalmente (Ceballos-Martinez et al., 2013),
utilizando o pacote estatistico GraphPad Prism, Versdo 5 (Graphpad, 2011), com o
intuto de fazer uma analise comparativa entre os indices de novas infeccOes
intramamérias. Adotou-se a correlacdo de Pearson avaliando a presenca das bactérias

nos diferentes tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais achados no presente estudo é que ndo foram observados casos de
mastite clinica e de lesbes na mucosa dos tetos dos animais e escore de sujidade. As
taxas de diagndstico de mastite subclinica ndo diferiram estatisticamente entre si
(p=0,0162) nos dois grupos de estudo, demonstrando que ndo houve interferéncia destes
nos resultados.

Sabe-se que uma das caracteristicas desejaveis de um desinfetante € que ndo
possua toxicidade ou irritativo, promova boa higienizagdo e mantenha integridade dos
tetos durante todo o tratamento, o que indica que ndo promoveu qualquer lesdo que
pudesse causar danos a pele dos tetos (Pedrini e Margatho, 2003; Nickerson, 2001).
Outro fator importante foi 0 acompanhamento da presenca de matéria organica na pele

dos tetos com avaliacdo do escore de sujidade, visto que a lavagem dos tetos antes da
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ordenha é considerada como um fator de protecdo para a mastite (Oliveira et al., 2011)
pois visa reduzir a sujidade presente nos tetos e, consequentemente, diminuir o nimero
de micro-organismos, que eventualmente possam penetrar no canal do teto durante a
ordenha através do esfincter e desencadear um processo inflamatério.

A auséncia de mastite clinica e o acompanhamento dos casos de mastite
subclinica dentro de niveis aceitaveis também foram importantes na avaliagdo da
eficicia do produto em teste, uma vez que reduz o nivel de contamina¢do no rebanho.

De 384 amostras de leite totais avaliadas, em nenhuma foi identificada
Staphylococcus aureus, sendo encontrado 13,54% de positivas para Staphylococcus
coagulase negativo (n=26/192) e 9,89% para Streptococcus ssp. (n=19/192) verificados
nos tetos no decorrer do tratamento.

A auséncia de S. aureus pode ser explicada pelo acompanhamento prévio dos
animais para composicdo do grupo experimental, no qual o critério de exclusdo era a
presenca deste agente, todos os tetos eram saudaveis. A adocdo de boas préaticas de
ordenha durante todo o periodo experimental e o manejo dos animais em lotes
separados dos demais na propriedade podem ter contribuido para a auséncia deste
patdgeno indicando que os dois produtos foram eficientes para evitar que 0 mesmo
adentrasse pelo canal do teto, vindo a causar mastite (Zanette et al., 2010).

Sabe-se da importancia de S. aureus principalmente por promover tratamentos
ndo efetivos no controle de mastite e por estarem associado ao uso indiscriminado de
antibioticos propiciando cepas multirresistentes (Rocha; Mendonga e Ribeiro, 2014), o
que reflete também na resisténcia aos produtos utilizados para higienizacdo dos tetos.

N&o foi observada diferenca significativa entre as coletas e os tratamentos tanto
para Staphylococcus coagulase negativa quanto para Streptococcus ssp  (p>0,05)

(FIGURA 1).
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FIGURA 1 — Frequéncia de Staphylococcus coagulase negativa (A) e Streptococcus
ssp.(B) isolados de leite de vacas submetidas a dois tratamentos de

higienizacdo dos tetos em um periodo de seis semanas consecutivas.
Fonte: da autora.

Comparando os isolamentos de micro-organismos ao agrupados por tetos em
cada tratamento ndo houve diferenca significativa na frequéncia de isolamentos de
Staphylococcus coagulase negativa (A) e de Streptococcus spp. (B) entre os dois
tratamentos (p>0,05) (FIGURA 2).
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FIGURA 2- Média de nimero de tetos com NIIM Staphylococcus coagulase negativa
(A) e Streptococcus ssp. (B) isolados em amostras de leite provenientes de
tetos higienizados com produto convencional e com produto elaborado com

6leo essencial de alecrim-pimenta.
Fonte: da autora.

Observa-se que a frequéncia de Staphylococcus coagulase negativa (A) (FIG.1)

e Streptococcus ssp. (B) deve ser considerado, ainda que nédo tenha ocorrido diferenca
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significativa entre o0s produtos utilizados, pois S0 grupos de micro-organismos
potencialmente patogénicos.

Mello et al., 2012, encontraram resultados semelhantes e  citam que a presenca
destes agentes caracterizam ocorréncia de mastite contagiosa indicando que medidas
profildticas e adocdo de desinfeccdo de tetos pré e pds ordenha sdo primordiais no
controle de mastite.

Alguns autores consideram Staphylococcus coagulase negativa como um
grupo de patdgenos secundarios e que podem causar infeccdo mamaria moderada (Pate
et al., 2012) e possuem grande prevaléncia nos rebanhos bovinos (Dufour et al., 2012;
Piessens et al., 2012). No entanto, outros autores citam SCN como agentes causadores
de mastite subclinica e clinica, com severos quadros clinicos da doenca (Mota et al.,
2012 e Pitkala et al., 2004), e podem ser prejudiciais no aumento da CCS do leite
(Supré et al., 2011; Paradis et al., 2010) com diminuicdo da producdo de leite (Paradis
et al., 2010; Quirk et al., 2012).

O leite residual favorece o desenvolvimento de SCN, assim se transformando
em agente infeccioso por atuar como meio de cultura na colonizagdo da pele do teto do
animal acarretando a infec¢do intramamaria (Langoni, 2013; Quirk et al., 2012).

Dados atuais indicam a importancia do grupo SCN na ocorréncia de mastite
clinica e subclinica em rebanhos no Brasil e em outros paises. A frequéncia varia de
8,35% (Oliveira et al., 2011) com mastite clinica, e na mastite subclinica 4,8% e 8,35%
(Oliveira et al., 2011 e Santos et al., 2011). Em rebanhos brasileiros a frequéncia de
isolamento obtidas foram de 42,7% (Dufour et al., 2014), 24,3% (Picoli et al., 2013) e
9,52% (Souto et al., 2010). Ja em rebanhos de outros paises a frequéncia de isolados
81,1%, na Bélgica (Supré et al., 2011), 15% nos Estados Unidos da América (Schukken

et al., 2009), 42,7% no Canada (Dufour et al., 2014). A alta prevaléncia de SCN nos
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rebanhos pode estar relacionada com a deficiéncia na pratica da desinfeccdo dos tetos
com pré e pos ordenha (Quirk et al., 2012).

Ao se avaliar a correlagdo entre a presenca dos agentes isolados no presente
estudo com os diferentes tratamentos esta foi negativa (-0,031), indicando também que
ndo houve correlacdo entre estes parametros analisados.

Quirk et al. (2012) ao avaliarem a eficacia da solu¢do iodada no pés dipping
para diminuicdo da incidéncia de 1IM e colonizacdo dos tetos por SCN, foi observado
gue houve reducdo de espécies causadoras de infecgdes intramamarias nos quartos
tratados com iodo em comparacdo ao grupo controle, mas a espécie de Staphylococcus
chromogenes apresentou baixa sensibilidade ao produto. Os resultados aqui
apresentados, ainda que ndo tenham sido identificadas as espécies de SCN, a ocorréncia
de tetos infectados foi estatisticamente semelhante (p>0,05) tanto para o produto
elaborado com dleo de alecrim-pimenta quanto para o grupo controle em que se utilizou
clorexidine no pré-dipping e iodo no pés-dipping, sendo estes resultados animadores.

A eficdcia do produto experimental elaborado com oleo de alecrim-pimenta
aqui analisado obteve taxa de novas infeccbes no valor de 0,41 para Staphylococcus
coagulase negativa e para Streptococcus sp. igual a 0, estando estas de acordo com as
recomendacdes de Cebalos-Martinez et al. (2013),em que neste trabalho que foi adotada
como valor de 0,5 para definir eficacia do produto.

Ao se avaliar as taxas de novas infeccOes intramamarias (FIGURA 3)
provocadas por SCN e Streptococcus spp. observa-se que estas ndao foram diferentes a
5% (p = 0,8884), pois este valor foi menor que o valor de PROB (0,9711). Ou seja, a
utilizagdo dos tratamentos convencional e alternativo ndo interferiu na ocorréncia de

novas infecgGes para 0S micro-organismos em estudo.
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FIGURA 3 - Numero de tetos com novas infecgdes intramamarias por Staphylococcus
coagulase negativa (A) e com Streptococcus spp. (B) observadas em tetos
tratados com produto convencional e produto elaborado com Gleo essencial de

alecrim-pimenta.
Fonte: da autora.

Para Staphylococcus coagulase negativa (A) e com Streptococcus sp. (B) nao
houve diferenca significativa (p>0,05) quanto ao nimero de novas infeccbes nos dois
tratamentos. Ao se avaliar a margem de ndo inferioridade denominada (d), sendo este de
50% (NMC, 2013), observa-se que a eficacia do produto experimental ndo € inferior ao
convencional (Ceballos-Martinez et al., 2013), visto que esta foi de 0,41 para
Staphylococcus coagulase negativa e 0 para Streptococcus sp. sendo portanto menor
que o definido para este trabalho.

Os dados aqui obtidos s&o importantes, ao se avaliar os resultados com uso de
produtos convencionais que apresentaram resultados semelhantes a literatura
apresentam dados variaveis quanto a eficacia de produtos utilizados para pre-dipping e
pos-dipping com produtos a base de clorexidine (Medeiros et al., 2009; Pedrini,
Margatho, 2003 e Ramalho et al., 2012), e iodo (Boddie et al., 1997; Jones, 1998;

Pedrini, Margatho, 2003 e Quirk et al., 2012), mas nenhum trabalho publicado até entdo
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avaliou a eficicia de O6leo essencial de alecrim-pimenta em produto para higienizacao
dos tetos.

Existe uma preocupacdo quanto a presenca de residuos de iodo no leite e
acumulo deste nos tecidos dos animais (Castro et al., 2010 e Schone et al., 2009), além
da crescente resisténcia dos micro-organismos aos produtos convencionais (Medeiros et
al., 2009).

Assim, extratos vegetais na sanitizacdo de equipamentos e instalagdes,
tratamento e controle de enfermidades dos animais de producdo tém sido autorizados
por meio da Instrucdo Normativa N°64 de 18 de setembro de 2008 pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento-MAPA (BRASIL, 2008).

Os resultados de eficacia do produto teste tém respaldo em testes in vitro que
apresentam bons indices de atividade inibitoria e bacteriostatica do Oleo essencial de
alecrim -pimenta (Almeida et al., 2010; Andrade et al., 2014; Castro et al., 2010; Costa
et al., 2011; Nunes et al., 2005 e Queiroz et al., 2014) e de toxicidade aguda e cronica
em que a dose de Gleo de alecrim-pimenta utilizado para elaboracdo do produto foi de

120 ul/ml n&o promoveu toxicidade em ratos (Andrade et al., 2014).

CONCLUSAO

O produto experimental a base de alecrim-pimenta (Lippia origanoides) frente
aos isolados de Staphylococcus coagulase negativa e Streptococcus pp. de amostras de
leite demonstraram efeito semelhante ao produto convencional, com isso validando a
teoria de que esse produto pode vir a tornar-se uma alternativa eficiente aos

convencionais no manejo de ordenha.
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4.2- ARTIGO 2- Perfil de sensibilidade de isolados bacterianos da pele de tetos e de
leite bovino a um produto experimental elaborado com éleo essencial de alecrim-
pimenta (Lippia origanoides)

Este artigo foi elaborado confome as normas da revista Ciencia & Agrotecnologia da UFLA.
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Perfil de sensibilidade de isolados bacterianos da pele de tetos e leite bovino a um
produto experimental elaborado com 6leo essencial de alecrim-pimenta (Lippia
origanoides)

Resumo: O uso indiscriminado de antissépticos e desinfetantes comerciais na rotina de
ordenha acarreta em resisténcia bacteriana, assim, estudos com plantas medicinais tém
se tornado objeto de pesquisa devido a sua composicdo bactericida. Objetivou-se nessa
pesquisa determinar o perfil de sensibilidade de Staphylococcus aureus, Streptococcus
spp., Staphylococcus coagulase negativo dos tetos e leite de bovino frente a um produto
experimental (PEX) elaborado com de Oleo essencial de alecrim-pimenta (Lippia
origanoides) e a antimicrobianos convencionais. O 0Oleo essencial da planta possui timol
e carvacrol como constituintes principais, responsaveis pelas propriedades antisséptica,
antimicrobiana, antifingica, antioxidante, anti-inflamatoria, larvicida e muito testados
guanto ao potencial dos principios bioativos. Foram analisados 11 isolados de
Staphylococcus aureus, 33 de Staphylococcus coagulase negativo de tetos bovinos e 26
Staphylococcus coagulase negativo e 19 de Streptococcus spp. isolados de leite bovino.
Foi observada alta resisténcia das bactérias do género Staphylococcus spp. a oxacilina,
penicilina, tetraciclina e eritromicina, sendo confirmado com a avaliagdo do indice de
multirresisténcia aos antibidticos (MAR). A alta frequéncia de multirresisténcia pode
ser explicada pelos Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) e
Staphylococcus coagulase negativo meticilina resistentes (MRCONS) apresentarem
resisténcia a diversos tipos de antimicrobianos, o que dificulta na melhor escolha de
antimicrobiano no tratamento de animais. O produto experimental elaborado com 6éleo
essencial de alecrim-pimenta frente aos isolados mostrou sensibilidade, sendo promissor
na profilaxia e tratamento de animais de producéo.

Index-therms: antibioticoterapia, assepsia de tetos, produto alternativo, tratamento
alternativo, vacas leiteiras.
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INTRODUCAO

Produtos antimicrobianos e antissépticos sdo amplamente utilizados na
producdo animal com objetivo de profilaxia, controle e tratamento de enfermidades,
visando melhores indices de produtividade nos rebanhos. Destaca-se 0 uso destes
farmacos na pecuaria leiteira como antisséptico dos tetos no manejo de ordenha e ou
como tratamento de mastite bovina (Martin, 2011).

O uso inadequado de antibidticos e o ndo cumprimento do periodo de caréncia
dos antimicrobianos desrespeitando indicag0es da bula ocasiona menor tempo de
retencdo na glandula mamaria deixando residuos da droga no leite (Pacheco-Silva;
Souza e Caldas, 2014) o que tem causado problemas na salde publica devido a
multirresisténcia a antimicrobianos (Nascimento; Maestro e Campos, 2011).

Culturas microbiologicas e testes de susceptibilidade aos antibidticos sdo
recomendados na reducdo do impacto da resisténcia microbiana, frequéncia de mutagédo
de genes e selecdo microbiana, isso para que ocorra menor influéncia de fatores na
escolha do agente antimicrobiano a ser administrado no animal (Schwarz et al., 2010).

A utilizacdo de agentes desinfetantes na antissepsia dos tetos tem como
proposito  diminuir a populagio  microbiana e potencial disseminacdo  de
microorganismos no rebanho (Pedrini; Marghato, 2003), sendo o iodo e cloro o mais
utilizados (Azizoglu et al., 2013), seguido de clorexidine e hipoclorito de sddio
(Coutinho et al., 2012).

Produtos  convencionais  desinfetantes de tetos utilizados de forma

indiscriminada ocasionam resisténcia bacteriana (Zafalon et al., 2008), deixam residuos
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no leite (Erksine et al., 2003) e trazem consequéncias para salde animal e humana
(Norouzian e Azizi, 2013). Com isso, alternativas terapéuticas com uso de plantas
medicinais e seus compostos bactericidas s@o objeto de pesquisas.

Entre as pesquisas alternativas, o Oleo essencial de alecrim-pimenta (Lippia
origanoides), que é uma planta de ocorréncia em regiGes semiaridas é objeto de
pesquisa com possibilidade de uso em producdo animal. O Oleo essencial da planta
possui timol e carvacrol como os principais constituintes e estes sdo responsaveis pelas
propriedades antisséptica, antimicrobiana, antifingica, antioxidante, anti-inflamatoria e
larvicida (Almeida et al., 2010), sendo amplamente testados devido ao potencial dos
principios bioativos (Gomes et al., 2011), com atividade antimicrobiana comprovada
frente & bactérias Gram negativas e Gram positivas inclusive na presenca de matéria
organica, leite (Almeida et al., 2016)

Objetivou-se com esta pesquisa determinar o perfil de sensibilidade de isolados
bacterianos da pele de tetos e de leite bovino frente ao produto experimental elaborado
com Oleo essencial de alecrim-pimenta (Lippia origanoides) e a antimicrobianos

convencionais.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo, analisou-se 11 isolados de Staphylococcus aureus, 33 de
Staphylococcus spp. coagulase negativo (SCN) isolados dos tetos e 26 Staphylococcus
coagulase negativo (SCN) e 19 dezenove de Streptococcus spp. isolados do leite de
bovinos.

Estes isolados foram obtidos em etapa experimental anterior em que se avaliou a
eficicia de um produto experimental elaborado com 6leo essencial de 6leo de alecrim-

pimenta (Lippia origanoides) identificado neste estudo como PEX, na antissepsia dos
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tetos de bovinos (Mordo, 2015) e que faziam parte de historico de reinfeccao
intramamaria. Os isolados foram incluidos em dois grupos: PEX isolados de tetos e leite
em que se utilizava produto experimental para antissepsia de tetos em pre e p6s dipping
e CONYV isolados de tetos e leite em que se utilizava produto convencional a base de
clorexidine a 1% (Hexiderm®) e iodo a 2500 p.p.m (Ultradip 2500%®) no pré e pods
dipping, respectivamente por um periodo de 42 dias, em duas ordenhas diarias.

Os isolados foram conservados sob congelamento em glicerol, conforme
recomendacdes da ANVISA (2006). Apds ativacdo das cepas em repiques com caldo
BHI e avaliacdo da pureza, estas amostras foram submetidas ao teste de difusdo em agar
seguindo metodologia recomendada por CLSI (2015).

Preparou-se discos de papel filtro estéril, com 6 mm de didmetro e estes foram
impregnados com 10 W de um produto experimental elaborado com Oleo essencial de
6leo de alecrim-pimenta (Lippia origanoides) desenvolvido no laboratério de
farmacotécnica da Escola de Farmacia da UFMG, seguindo as recomendagdes de
BRASIL (2007) para antimicrobianos de uso animal e foi 0 mesmo produto utilizado no
grupo citado acima como PEX.

Para serem considerados com atividade antibacteriana positiva frente a um
isolado, os halos de inibicdo de crescimento deveriam ser de 10 mm ou mais de
diametro, medidos no paquimetro (Trajano et al., 2009). Definiu-se sensibilidade
intermediaria os halos com didmetro entre 8 e 9 mm e resistente quando a medida do
diametro dos halos fosse menor que 8 mm.

Paralelamente, utilizou-se os antimicrobianos convencionais oxacilina 1pg,
cefoxitna 30pg, peniciina G 10U, vancomicma 30pg, nitrofurantona 300pg,
tetraciclina 30pg, sulfazotrin 25 pg, clindamicna 2pg, ciprofloxacin 5pg, gentamicina

Sug, eritromicina 15ug. A interpretagdo dos resultados em relagdo ao perfil de
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sensibilidade aos antimicrobianos testados foi baseada na tabela do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015) e recomendacGes dos fabricantes dos
discos com antimicrobianos.

Os testes foram feitos em duplicatas e utilizou-se como controle positivo a cepa
de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e agua destilada impregnada em disco estéril
como controle negativo.

A multirresisténcia aos antimicrobianos foi avaliada utilizando o indice MAR
(Multipla Resisténcia a Antibidticos), adotando a recomendacdo de Kruperman (1983)
definindo 0 MAR a/b em que “a” foi o nimero de antimicrobianos ao qual o isolado foi
resistente ¢ “b” o nimero de antimicrobianos ao qual o isolado foi exposto, sendo
considerado multirresistente quando um isolado apresentou resisténcia simultinea a

duas ou mais drogas.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados no programa R versdo 3.1.1. (2012), em que
foram comparadas as médias da frequéncia de sensibilidade, resisténcia e sensibilidade
intermediéria de cada grupo de micro-organismo ao produto experimental & base de 6leo
de alecrim-pimenta e antimicrobianos convencionais, comparando-se o perfil fenotipico
entre os isolados de leite e ou tetos em que havia recebido tratamento com produto
convencional ou tratamento experimental, avaliando o nivel de significancia (5%) pelo
teste de qui-quadrado (y?).

Avaliou-se também a frequéncia de isolados multirresistentes em cada
tratamento e também a associacdo entre a multirresisténcia (sim ou ndo) e o perfil de
resisténcia ao PEX (sim ou ndo) pelo teste qui-quadrado, e compararam-se as médias

dos halos de inibicdo entre os tratamentos testados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, os isolados S. aureus dos tetos apresentaram resisténcia
principalmente a penicilina (100%) seguido da oxacilina (81,81 %) e vancomicina
(72,72%). Os SCN dos tetos foram resistentes principalmente a penicilina (100%),
oxacilina (87,87%) e cefoxitina (72,72%) e  SCN isolados do leite apresentaram
resiténcia resiténcia a penicilina (38,46% ) seguido vancomicina (34,61%.) e da
oxacilina (30,77 %). Streptococcus spp. do leite foram resistentes principalmente a
Oxacilina (52,63%), seguido de penicilina (42,10%) e seguido de cefoxitina e
eritromicina (34,61%) (ANEXO 2).

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados observados de resisténcia aos
antimicrobianos e ao PEX, comparado os dois grupos em estudo.

Os isolados de S. aureus dos tetos higienizados com PEX apresentaram
resisténcia aos antimicrobianos penicilina (100%) e eritromicina (100%) (p<0,05), ja
para os isolados dos tetos higienizados com CONV apresentaram 100% de resisténcia
aos antimicrobianos  oxacilina, cefoxitina, tetraciclina, eritromicina, clindamicina,
gentamicina, penicilina e discos com produto experimental com o6leo essencial de
alecrim-pimenta aos isolado. Sendo que desses antibidticos, a cefoxitina (p=0,0026),
tetraciclina (p=0,0045), nitrofurantoina (p=0,0015), gentamicina (p=0,0067) e discos
com o produto experimental (p=0,001) apresentaram diferencas significativas nos
padrdes de resisténcia, apresentando maiores frequéncias de resisténcia observadas nos

isolados dos tetos tratados com produto convencional.
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Ressalta-se que os isolados dos tetos e do leite foram obtidos de amostras

coletadas na mesma época e ndo houve isolamento de S. aureus no leite proveniente dos

tetos.
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TABELA 2 - Perfil (%) de resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase e Streptococcus spp. isolados de tetos e ou de leite
bovino a antibidticos convencionais e a produto experimental a base de éleo essencial de alecrim-pimenta (Lippia origanoides)

S.aureus dos tetos SCN dos tetos SCN do leite Streptococcus spp. do leite
Resistentes Resistentes Resistentes Resistentes
Antibi6ticos Frequéncia (%) Frequéncia (%) Frequéncia (%) Frequéncia (%)
Valor p Valor p Valor p Valor p
PEX CNV PEX CNV PEX CNV PEX CNV

OXA 75 100 0,39 90 84,61 0,66 36,36 36,36 0,90 45,45 71,2 0,70
CIP - - 0,34 - 7,69 0,19 - - 0,41 - - 0,26
CFO 12,5 100 0,0026* 70 76,92 0,74 27,27 36,36 0,96 18,18 42,85 0,98
TET 25 100 0,0045* 55 61,53 0,12 18,18 36,36 0,79 18,18 14,28 0,28
NIT - 66,66 0,0015* 45 30,77 0,56 9,09 9,09 0,67 18,18 28,57 0,42
VAN 62,5 - 0,21 5 61,53 0,95 9,09 72,72 0,019* 18,18 28,57 1
ERI 100 100 1 95 100 0,47 18,18 36,36 0,44 18,18 42,85 0,18
CLI 75 100 0,39 80 100 0,28 36,36 36,36 0,35 18,18 28,57 0,62
GEN 12,5 100 0,0067* 65 76,92 0,18 18,18 36,36 0,93 - 14,28 0,90
PEN 100 100 1 100 100 1 36,36 54,54 0,79 36,36 57,14 0,97
SUT - - 1 10 7,69 0,48 - - 0,29 18,18 - 0,098*
PEX - 100 0,001* 20 15,38 0,27 9,09 23,07 0,21 - - 0,63

NOTA: PEX (Produto experimental a base de dleo essencial de alecrim-pimenta), CNV (Produto convencional a base de clorexidine e iodo), OXA (oxacilinalpg ), CIP (ciprofloxacin 5 pg), CFO(cefoxitina 30 pg),
TET (tetraciclina 30 pg), NIT (nitrofurantoina 300 pg), VAN (vancomicina 30 pg), ERI (eritromicina 15 pg), CLI (clindamicina 2 pg), GEN (gentamicina 5 pg), PEN (penicilina G 10U), SUT (sulfazotrin 25 pg) e
discos com 10 pl de PEX (Produto experimental a base de 6leo essencial de alecrim-pimenta —Lippia origanoides). R=resistente, 1= sensibilidade intermediaria e S=sensivel.

*p<0,05 pelo teste de qui-quadrado comparando os dois tratamentos utilizados na antissepsia dos tetos.

Fonte: da autora.
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Os isolados de S.aureus apresentaram 100% (n=11) de resisténcia a penicilina nos dois
tratamentos, corroborando com Guimardes et al. (2012) que encontraram valores semelhantes,
porém Costa et al. (2013) encontraram 34,09% de resisténcia a esse antibiético indicando
diferenca no padréo de resisténcia entre rebanhos.

A resisttncia de  Staphylococcus aureus a penicilina tem aumentado
significativamente, sendo uma das causas 0 mau uso desses antimicrobianos, bem como
tratamentos sem eficacia (Olsen et al., 2006), com isso diminui a taxa de cura, producdo de
beta-lactamases responsaveis pela resisténcia ao antibidtico até mesmo a cronicidade da
doenca vindo o animal a se tornar reservatorio do micro-organismo (Barkema et al., 2006).

A resisténcia de S. aureus a oxacilina, aqui observada (TAB. 1) associada a alta
frequéncia de resisténcia a penicilina sdo indicativos de cepas MRSA circulando neste
rebanho, 0 que € preocupante, pois 0s animais podem se tornar cronicamente infectados.
Portanto, podendo se transformar em reservatorios de Staphylococcus aureus meticilina
resistentes, diminuindo a taxa de cura desses animais e dificutando o manejo profilatico do
rebanho. O maior desafio da atualidade no tratamento da mastite é a multiresisténcia as
drogas, e este fato se tornou um problema de salde publica. Staphylococcus aureus meticilina
- resistentes (MRSA) sdo cepas zoonoticas emergentes e responsaveis por mastite bovina em
diversos paises (Veh et al., 2015).

Luini et al. (2015) isolando amostras de leite, demonstraram que a prevaléncia de
MRSA entre vacas leiteiras ainda é baixo, e também observado por Costa et al. (2013) que
ndo encontraram resisténcia em isolados de S.aureus com o antibiético oxacilina ao estudarem
isolados de varias regifes do estado de Minas Gerais. No entanto alguns autores (Haran et al,
2012; Tenhagen et al., 2014; Vanderhaeghen et al., 2010; Van Duijkeren et al, 2014),

observaram resisténcia a meticilina em cepas isoladas de leite mastitico em outros paises.
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Kumar; Yadav; Singh (2011) em seus estudos relatam que muitos dos isolados de
MRSA apresentaram resisténcia a diversos tipos de antimicrobianos tais como penicilina G,
gentamicina, estreptomicina, ampicilina, coprofloxacina e oxatetraciclina, em que s&o
utilizados com frequéncia em tratamentos de animais com mastite.

A eficacia de alguns beta-lactamicos frente a isolados de mastite bovina € bastante
limitada (Medeiros et al., 2009; Ferreira et al., 2010; Zanette et al., 2010), podendo ser
explicado por estudos realizados por Kim et al.,(2012) e comprovaram que 0 gene mecC da
PBP2a € instdvel a 37°C e possui afinidade pelo antibiotico oxacilina, sendo esse gene mecC o
causador de resisténcia em todos os antimicrobianos betalactamases utilizados na profilaxia
de animais (Monecke et al, 2012).

Animais portadores de micro-organismos multirresistentes tem-se maior dificuldade
na utilizacdo de medicamentos com amplo espectro, sendo observado por Waller et al. (2011)
nos isolados de casos de mastite clinica e subclinica em que 12% das cepas foram resistentes
a mais de quatro antimicrobianos testados, mesmo com combina¢Bes de antibidticos (Nam et
al. ,2010).

Nesse estudo, as amostras de Staphylococcus aureus dos tetos apresentaram
resisténcia ao antibiotico tetraciclina em 25 % (n=2/11) no PEX e 100% (n=11/11) no CNV,
corroborando com Ribeiro et al. (2014) e Guimarées et al. (2013) que encontraram 33,33% de
resisténcia. Costa et al. (2013) avaliando amostras de S. aureus encontraram perfil de
resisténcia para tetraciclina em todos os isolados testados, podendo ser explicado pelo uso
intensivo e indiscriminado desses compostos na rotina de tratamento para mastite desses
animais, sendo esse perfil 0 mesmo resultado encontrado por Fontana et al. (2010). J& Saeki et
al. (2011) encontraram resisténcia a tetraciclina de 10,82%, sendo menor que o encontrado

nesse estudo.
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Das amostras de S.aureus, 100% (n=11/11) dos isolados dos tetos foram resistentes
para eritromicina no tratamento com produto experimental e convencional. A literatura relata
frequéncia varaiada de resisténcia a este antimicrobiano. Enquanto Santiago-Neto et al.
(2014) em seus estudos encontraram 50,9% de resisténcia ao avaliar isolados de leite bovino.

Em relacdo ao comportamento de S. aureus frente ao PEX, observou-se 100%
(n=11/11) de resisténcia de isolados no grupo CONV e 100% (n=11/11) de sensibilidade no
grupo PEX (TAB. 1) de acordo com os parametros definidos neste estudo. Estes resultados
devem ser analisados criteriosamente Vvisto que a mesma espécie bacteriana apresentou
resultados diferentes (p<0,001) e estes isolados foram obtidos em etapa anterior (Moréo,
2015) em que este mesmo produto PEX foi eficiente para reduzir a contagem S. aureus na
pele em 1,12 UFC.mL1, e foi encontrado resultado semelhante (p<0,01) com o produto
convencional .

Em etapa anterior Almeida et al. (2016), ao avaliar eficAcia in vitro do Oleo de
alecrim-pimenta  utilizado para elaborar PEX, mostrou-se eficiente como antisseptico
apresentando maiores indices de inibicdo de crescimento de S. aureus ap6s 5 min de contato
na presenca de matéria organica, bem como Mordo (2015) ao avaliar o0 PEX na presenca da
matéria organica também observou atividade antisséptica.

Os SCN dos tetos demonstraram resisténcia a penicilina em 100% (n=33) das amostras
analisadas dos tetos dos animais do grupo PEX, j& os isolados dos tetos com o produto
convencional apresentaram maior frequéncia de resisténcia a penicilina (100%, n=33),
clindamicina (100%, n=33) e eritromicina (100%, n=33), no entanto ndo foi observada
diferenca estatistica entre a frequéncia de resisténcia observada nos dois grupos.

Entre SCN do leite observou-se a mesma frequéncia de resisténcia (n=26) entre 0s
isolados nos dois tratamentos, aos antibidticos oxacilina de 36,36% (n=14/11 PEX e n=4/13

CNV), clindamicina de 36,36% (n=4/11 PEX e n=4/13 CNV) e nitrofurantoina de 9,09%
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(n=1/11 PEX e n=1/13 CNV). Observou-se diferenca significativa (p<0,05) no perfil de
resisténcia a antimicrobianos, apenas a vancomicina (p=0,019) com 72,72% (n=1/11 PEX e
n=8/13 CNV) de isolados resistentes provenientes de tetos higienizados com produto
convencional.

Em relacdo a resisténcia a vancomicina aqui observada, Melo et al., (2009) relatam
que MRSA e Staphylococcus coagulase negativo meticilina resistentes (MRCONS) sdo 0s
micro-organismos com mecanismo de resisténcia encontrados em alta frequéncia em seres
humanos com infeccBes hospitalares, mas atualmente tem sido descritas que hd fenotipo de
resisténcia também para a vancomicina, mas poucos sdo o0s relatos de casos descrevendo
isolados de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA), mas para a heterorresisténcia
(hVISA) e resisténcia intermediaria (VISA) houve aumento de ocorréncias para essa droga .
Em animais estes tipos de resisténcia ndo foram ainda descritos.

Os isolados de SCN dos tetos apresentam alta resisténcia a penicilina com 100% no
PEX (n=20/20) e CNV (n=13/13), assim como os isolados de leite em que se observa alta
resisténcia tanto no grupo PEX com 36,36% (n=4/11) quanto no grupo CONV de 54,54%
(n=6/13). Santos et al.(2011) encontraram resisténcia em 28% das SCN isolados de leite
mastitico nas amostras. Santiago-Neto et al. (2014) em seus estudos encontraram 48,8% de
resisténcia, corroborando com esse estudo.

Em relacdo a oxacilina, nas amostras de SCN foram encontrados 90% (n=18/20) no
PEX e 84,61% (n=11/18) no CNV de resisténcia em isolados de tetos e 36,36 % no PEX
(n=4/11) e CNV (n=4/13) para isolados do leite, sendo esses valores maiores do que
encontrados por Chagas et al. (2012) em que 15,2% das amostras foram resistentes a
oxacilina. Fessler et al. (2010) demonstram em seus estudos alta resisténcia de SCN a
oxacilina e multirresisténcia para outros antibidticos., também corroborando com dados aqui

obtidos.
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Resultados preocupantes sdo observados com relacdo a alta resisténcia de
Staphylococcus coagulase negativo ao antibidtico oxacilina, pois a literatura descreve estudos
em humanos (Mayer; Horner, 2009; Rosa et al., 2009; Riggati et al., 2010; Zurita; Mejia;
Guzmn-Blanco; 2010), animais e alimentos.

SCN e seu potencial toxicogénico em alimentos foram avaliados em diversos estudos
(Ferreira et al., 2015; Guimaraes et al., 2013; Park et al., 2011; Veras et al., 2008) com alta
prevaléncia desses micro-organismos, sendo prejudicial tanto na conservagdo do alimento
guanto para possiveis intoxicacdes alimentares em humanos.

Em animais de producdo, como o caso de owvelhas, foi possivel observar caso de
mastite com presenca de SCN e que sé@o resistentes a oxacilina, sendo observado por Della —
Libera et al. (2010) , Franca et al. (2012) e Zafalon et al. (2012).

Piessens et al. (2012) citam que os SCN estdo fortemente envolvidos com a mastite
bovina e infeccbes intramamarias, e em seus estudos foi observado que alguns dos
marcadores de viruléncia desses micro-organismos estdo associados com a resisténcia
microbiana, sendo que o gene mecA encontrado nesses isolados, 23% foram resistentes para
eritromicina e 16% para oxacilina.

InfeccBes intramarias e mastite por SCN pode ser considerada ambiental de acordo
com Piessens et al.,, 2011, que analisaram amostras de leite e dos locais que os animais
permaneciam . Foi utilizado amplificador de polimorfismo dos fragmentos (ALPF) para
identificar o gene dos microorganismos, e foi identificadas espécies do género Staphylococcus
spp, sendo que resultados demonstraram que as espécies do ambiente tiveram a mesma
distribuicdo que as encontradas no leite, sugerindo que o ambiente pode ser possivel
reservatorio dessas bactérias.

Mastites causadas por SCN tem sido frequentemente estudadas, assim Tomazi et al.

(2015) ao analisar amostras de leite e a producdo, observou-se que ocorreu somente aumento
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de CCS, mas sem acarretar problemas na producdo ou sélidos do leite, mostrando que ha
interferéncia desses micro-organismos na qualidade do leite.

A oxacilina é muito utilizada para o diagnéstico laboratorial de resisténcia a
meticilina, portanto qualquer bactéria do género Staphylococcus sp. que sejam resistentes a
oxacilina devem ser consideradas resistentes a todos antimicrobianos beta-lactamicos (Febler
et al., 2010), incluindo aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas, entre outros, que séo
comumente utilizados em animais com mastite (Kumar, Yadav e Singh, 2011).

A frequéncia de resisténcia de bactérias do género Staphylococcus spp. sdo altas,
principalmente por antibidticos inseridos no grupo dos beta-lactdmicos, que possuem
mecanismos de defesa contra os principios ativos dos antibioticos, sendo um deles a producéo
de enzima extracelular a beta-lactamase que inativa o principio ativo, e o outro que produz
proteina ligante de penicilina com baixa afinidade (Mendonca et. al., 2012).

A utilizagdo indiscriminada de antibidticos no controle de mastite faz com que se
assemelhem ao que ocorre com os beta- lactamicos, contribuindo para o aumento da taxa de
resisténcia antimicrobiana de diversos patdgenos (Amabile-Cuevas, 2010).

Observou-se que 0s SCN isolados dos tetos testados 55% (n=11/20) no PEX e 61,53%
(n=8/13) no CNV das amostras foram resistentes a tetraciclina. Dos isolados de SCN do leite
36,36% (n=2/11) das amostras foram resistentes ao antibiotico tetraciclina no grupo CONV e
grupo PEX 14,28% (n=4/13) de resisténcia. A elevada resisténcia ao antibiotico tetraciclina
pode ser atribuida a utilizacdo excessiva da droga como medida profilatica para a mastite ou
pelo desenvolvimento de estirpes resistentes (Soares et al.,, 2012; Santos et al., 2011)
verificaram que 14% das amostras foram resistentes ao mesmo antibidtico frente as SCN do
leite. Ja Machado et al. (2008) encontraram resisténcia para 38,2% das amostras testadas, e

Bansal et al.(2015) 18,97% de SCN resistentes a droga.
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Em estudos realizados por Santos et al. (2011), foi avaliado que a tetraciclina é um
antibiotico muito utilizado no tratamento de mastite e vem demonstrando baixa efetividade
frente aos SCN, com isso é necessario avaliagdo do rebanho antes da utilizacdo e
recomendacgdo dessa droga para melhor eficiéncia.

Antibidticos aminoglisosidicos, no caso das tetraciclinas apresentam em seus
compostos propriedades que favorecem a diminuicdo da carga microbiana pelo efeito
bactericida, amplo espectro de acdo e baixo custo (Ribeiro et al., 2014), mas estudos tem
demonstrado baixa efetividade frente aos SCN (Santos et al., 2011), e mesmo com 0S
aspectos relevantes, se utilizado de forma indiscriminada acarreta em resisténcia pelos micro-
organismos deixando residuos no leite, e com isso ocasionando problemas na salde publica
(Durante-Mangoni et al., 2009; Ribeiro et al., 2014; Speer, Shoemaker e Salyer, 1992).

SCN dos tetos demonstraram resisténcia a eritromicina de 95% (n=19/20) no grupo
PEX e 100% (n=13/13) no grupo CONV. A eritromicina é muito utilizada no tratamento de
mastites bovinas ocasionadas por Staphylococcus sp. e sua resisténcia frente a essas bactérias
pode ser explicada pela mutacdo do sitio de atuacdo que é ativada a saida do antibidtico para
fora da célula , assim inativando o antimicrobiano (Dingwell et al. 2003).

Em relagdo perfil de inibicdo de crescimento de SCN isolados de tetos e de leite pelo
produto, a frequéncia de isolados considerada resistente foi baixa, comparada com S. aureus
(TAB. 2), sendo semelhante entre isolados dos tetos isolados dos grupos PEX e CONV. Estes
resultados também corroboram aos relatados por Mordo (2015) que observou reducdo
significativa de SCN na pele dos tetos higienizados com estes dois produtos.

O vperfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados dos tetos e do leite é
diferente, ainda que tenham sido coletadas no mesmo periodo. Esta observacdo possibilita a
inferéncia de que as cepas SCN presentes nos tetos podem ndo estar tendo acesso ao interior

da glandula maméria, corroborando com os achados de Mordo (2015), que observaram uma
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reducdo significativa na contagem de SCN da pele dos tetos tratados com este mesmo produto
PEX e também reafirmando os dados obtidos neste estudo, e apresentados em outro
documento, de que a eficAcia do produto experimental elaborado com oOleo de alecrim-
pimenta foi confirmada quando se obteve taxa de novas infecgdes no valor de 0,41 para SCN,
estando estas de acordo com as recomendagfes de Cebalos-Martinez et al.(2013).

O perfil de resisténcia de Streptococcus spp. foi semelhante (p>0,05) entre os isolados
obtidos nos dois tratamentos, indicando que fenotipicamente apresentam perfil semelhante.
Santiago-Neto et al. (2014) encontraram valores de resisténcia a penicilina de 22,2% para
isolados de Streptococcus sp. de leite bovino, sendo nesse estudo encontrados valores
maiores, sendo 36,36% (n=4/11) para produto experimental e 57,14% (n=4/7) para produto
convencional. Streptococcus spp. foram resistentes a tetraciclina em 18,18% (n=2/11) no PEX
e 14,28% (n=1/7) no CNV, sendo menores que os Vvalores encontrados por Chagas et al.
(2012) de 58,8% e de 55% (Santiago-Neto et al., 2014).

Os resultados do perfil de resisténcia aos diferentes antimicrobianos apresentados na
Tabela 1 indicam alta resisténcia dos isolados, sendo esta confirmada com a avaliagdo do
indice de multirresisténcia aos antibiéticos (MAR) apresentados na tabela 2.

Nos isolados provenientes de animais do grupo PEX quanto do CONV observou-se
MAR para SCN dos tetos em 90% (n=18/20) e 100% (n=13/13), respectivamente, seguido de
S.aureus dos tetos 87,5% (n=7/8) e 100% (n=3/3), respectivamente.

O indice de multirresisténcia a antibioticos, o indice MAR, foram observados nos
isolados de S.aureus dos tetos no tratamento PEX variou de 0 a 0,63, e no CONV valores de 0
a 0,90, estando estes acima dos descritos por Costa et al. (2013) que foi de 0 a 0,26 ao

estudarem isolados de rebanhos do estado de Minas Gerais.
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TABELA 3 — indice de multirresisténcia aos antibioticos (MAR) frente aos isolados de
S.aureus dos tetos, Staphylococcus coagulase negativo (SCN) dos tetos e leite e de
Streptococcus spp. do leite no tratamento com produto convencional e com produto
experimental a base de 6leo essencial de alecrim-pimenta (Lippia origanoides).

PEX* CVN**
AMOSTRAS MAR<2 MAR>2 MEDIA = TOTAL MAR<2 MAR>2 MEDIA = TOTAL TOTAL
MAR PEX MAR CVN

S.aureus dos tetos ol o7 0,43 08 o 0,84 03 11
' (12,50%)  (87,50%) ’ (100%) ’

SCN dos tetos 02 18 0,58 20 t 0,63 13 33
(10,00%)  (90,00%) ’ (100%) '

SCN do leite o7 04 0,18 11 08 0> 0,27 13 26
(63,63%) (36,36%) ' (61,54%) (38,46%) '

Streptococcus spp. 09 02 017 1 05 03 0.5 08 19
do leite (81,81%) (18,18%) ' (62,50%) (37,50%) '

TOTAL 89

Nota: *PEX (Produto experimental a base de 6leo essencial de alecrim-pimenta); **CNV (Produto convencional a base de
clorexidine e iodo).
Fonte: da autora.

Nos SCN dos tetos e do leite, 0 MAR também foram altos, sendo encontrado indices
que variaram de 0 a 0,81. Em Streptococcus spp. do leite no produto experimental e produto
convencional os valores variaram de 0 a 0,72, respectivamente.

A milltipla resisténcia dos isolados esta relacionada ao uso excessivo de antibidticos e
¢ preocupante visto que a terapia antimicrobiana nesses casos € de dificil execu¢do podendo
diminuir as taxas de cura (Costa et al., 2013)

A multirresisténcia a antibioticos dificulta o tratamento de infecgdes, sendo assim, a
analise antimicrobiana in vitro deve ser empregada pelos proprietarios rurais para auxiliar a
reduzir perdas na producdo leiteira e melhorar o programa de controle da mastite (Zanette et.
al., 2010).

Estes dados reforcam ainda mais a necessidade de obtencdo de produtos alternativos
para utilizacdo em manejo de ordenha, visando baixa pressdo de selecdo da microbiota

circulante nos rebanhos.
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A avaliacdo dos didmetros dos halos de inibicdo de cada grupo de isolados pelo PEX
foi semelhante (p>0,05) entre os isolados de Staphylococcus aureus, Staphylococcus SCN e
Streptococcus sp foi semelhante a media obtida com inibicdo de S. aureus (TABELA 3).

TABELA 4- Meédias dos halos de inibicdo de crescimento microbiano por acdo de produto
experimental elaborado com o6leo essencial de alecrim -pimenta em teste de difusdo

em agar.
Isolados microbianos Médias de halo de inibicdo (mm)
Streptococcus sp. 8,64%*
S. aureus 7,092
SCN leite 6,08
SCN dos tetos 5,75b

*Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa ao
nivel de 5% pelo teste de Tukey.
Fonte: da autora.

No entanto, o diametro do halo definido para ser considerado como sensivel neste
trabalho esta de acordo com trabalhos descritos na literatura para S. aureus isolados de leite
bovino que variou de 8,2 mm do 6leo na concentracdo de 320 uL/mL (Costa et al., 2011), e
para Staphylococcus sp. isolados de leite que foi de 10 mm na concentragdo de 60 plL/mL
(Queiroz et al., 2014).

Pesquisas realizadas com oOleo essencial obtidas de outra regido apresentaram halos
médios entre 25 — 18 mm para cepas de MRSA (BMB9393) (Oliveira et al. 2007) . Os
mesmos autores encontraram halos de inibico para Streptococcus mutans de 20 mm
(Andrade et al.,2014).

Ainda que os didmetros dos halos sejam variados, porém em nenhuma destas
pesquisas que se utilizou a mesma metodologia de extracdo e obtencdo do 6leo, bem como a
técnica obteve-se resultados demasiadamente discrepantes, ainda que tivesse usado 6leo puro

em diferentes concentragdes.
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A atividade antimicrobiana do PEX foi comprovada, mas comparagfes com a
literatura tornam-se dificil, visto que diferencas de sensibilidade de éleos essenciais descritas
estd associada também a metodologia adotada incluindo na extracdo dos compostos ativos,
bem como a composicdo quimica de um mesmo Gleo obtido de plantas diferentes. (Othman et
al., 2011, Radulovick et al., 2013).

Nado € possivel comparar o comportamento dos isolados bacterianos entre
antimicrobianos  convencionais e Oleos essenciais, porém, ao se avaliar uma possivel
associacdo em isolados MAR e isolados classificados como resistentes ao PEX, esta ndo foi
observada (p>0,05) para nenhum dos grupos de micro-organismos estudados.

O mesmo comportamento foi observado ao se avaliar uma possivel associagcdo entre
isolados resistentes ao PEX a oxacilina (p>0,05) (TABELA 4).

TABELA 5 - Associacdo entre isolados microbianos de leite e tetos bovinos MAR e resistente a

um produto experimental e resistente ao produto experimental e a oxacilina.
FREQUENCIA (%)

Bactéria MAR RESISTENTE AO PEX RESISTENTE A OXA
S. aureus dos tetos 90,9 72,72 81,81
SCN leite 35,61 66,66 87,87
SCN Tetos 93,9 53,84 30,77
Streptococcus leite 15,78 21,05 52,63

Fonte: da autora.

Estes resultados podem ser indicativos de que o mecanismo que leva a uma maior
sensibilidade dos isolados ao PEX pode ndo ser o mesmo que leva a multirresisténcia aos
antimicrobianos convencionais e nem a Oxacilina, reforcando a possibilidade de uso de oleo
de alecrim-pimenta como antisséptico ou antimicrobiana na cadeia leiteira. No entanto,
pesquisas para maior conhecimento devem ser executadas.

O mecanismo de acdo do 6leo essencial de alecrim-pimenta , assim como de outros

6leos essenciais sobre bactérias ainda é objeto de estudo, mas alguma similaridade com

v




mecanismo de acdo de antibioticos é descrita, ainda que o os resultados de di@metros de halos
de inibicdo sejam sdo controversos. No entanto, uma gama consideravel de micro-organismos
apresenta sensibilidade aos 6leos (Calo et al. 2015; Raut et al. 2014).

A acdo dos 0leos essenciais sobre bactérias Gram positivas e Gram negativas esta em
estudo por autores conforme descrito na literatura (Burt et al., 2004, Calo et al,. 2015; Raut et
al,., 2014; Saad et al,. 2013). Entre os mecanismos descritos estd a interacdo com oS
componentes hidrofobicos da parede celular levando a interacbes especificas com a
membrana bacteriana, a alteracdo no transporte de ions a desnaturagdo de proteinas
citoplasmaticas e inativacdo de enzimas celulares conduzindo a morte da célula bacteriana.

Estes resultados sdo também promissores, considerando que pesquisas atuais ja
avaliaram a acdo moduladora do Oleo essencial de alecrim-pimenta sobre bactérias resistentes
a antimicrobianos. Barreto et al.(2014a), Barreto et al (2014b) e Silva et al. (2015) avaliaram
a acdo moduladora do 6leo de alecrim-pimenta sobre isolados de MRSA e concluiram que L.
origanoides H.B.K. pode ser um importante fonte de fitoquimicos capaz de modificar a
resisténcia fenotipica de bactérias. Barreto et al., (2014a) citam que é possivel que a reducdo a
CIM dos MRSA em estudo para os aminoglicésideos na presenca do Oleo de alecrim-pimenta
possa ter ocorrido devido a intercalagdo de seus componentes lipofilicos na membrana
plasmatica, que conduz a um aumento na permeabilidade celular para as moléculas de
antibidticos, e / ou inibicdo dos sistemas de efluxo, levando ao aumento da concentragédo
intracelular do farmaco.

Assim a possibilidade de associacdo de Oleos essenciais com antimicrobianos

convencionais, também € uma area promissora que demanda mais estudos.
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CONCLUSAO

Conclui-se que os isolados de tetos e de leite bovino foram sensiveis ao produto
experimental elaborado com 6leo essencial de alecrim-pimenta.

Os isolados apresentam alto indice de multirresisténcia, incluindo resisténcia a
oxacilina.

Nao foi observada associacdo entre isolados com multirresisténcia, resistentes a

oxacilina e com resisténcia ao produto experimental.
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responzdvel ANNA CHRISTINA DE ALMEIDA ectd de acorde com o=
Principies Etices da Experimentagio Animal, adotades pela Comissio de Etica
ne Uso de Animais (CEUAUFME), tendo side aprovade na reunido de
03/03/2015. Este certificado aspira-se em 03/03/2020.
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ANEXO 2

TABELA 1 — Frequéncia (%) de amostras que apresentaram resisténcia, sensibilidade e sensibilidade intermediaria de isolados de S.aureus e
SCN dos tetos, Streptococcus spp. e SCN do leite de vacas

S.aureus do teto SCN tetos SCN leite Streptococcus spp. leite
Antimicrobianos R S I R S I R S I R S |
OXA 81,81 18,18 0 87,87 12,12 0 30,77 61,53 0 52,63 42,10 0
cip 0 90,90 9,09 3,03 87,87 9,09 0 73,07 19,23 0 84,21 10,52
CFO 36,36 63,63 0 72,72 24,24 3,03 26,92 65,38 0 26,31 68,42 0
TET 45,45 54,54 0 57,57 33,33 9,09 23,07 61,53 7,69 15,78 73,68 5,26
NIT 18,18 72,72 0 39,39 45,45 15,15 7,69 76,92 7,69 21,05 63,15 10,52
VAN 72,72 27,27 0 57,57 42,42 0 34,61 53,84 3,84 21,05 73,68 0
ERI 100 0 0 96,96 0 3,03 23,07 42,30 26,92 26,31 63,15 5,26
CLl 81,81 18,18 0 87,87 6,06 6,06 30,77 46,15 15,38 21,05 73,68 0
GEN 36,36 54,54 9,09 69,69 27,27 3,03 23,07 65,38 3,84 5,26 21,05 15,78
PEN 100 0 0 100 0 0 38,46 53,84 0 42,10 52,63 0
SUT 0 100 0 9,09 84,84 6,06 0 88,46 3,84 10,52 78,94 5,26
PEX 72,72 0 27,27 66,66 3,03 10 53,84 0 38,46 21,05 31,57 42,10

n=11 n=33 n=26 n=19




