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RESUMO

A mastite bovina € uma inflamagao nas glandulas mamarias e € uma das doengas
mais comuns e prejudiciais que afetam a producdo de leite em bovinos. Bactérias
patogénicas sao frequentemente responsaveis pelo desenvolvimento dessa doenca.
Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo investigar a atividade
antibacteriana do 6leo de melaleuca contra as principais bactérias causadoras da
mastite bovina. Para avaliar a eficacia do 6leo de melaleuca como um potencial
agente antibacteriano, foram realizados o Teste de Disco-difusdo, Teste de
Concentragdao Minima Inibitoria (CMI) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM). No
teste de disco-difusdo, foram utilizados discos de papel embebidos com déleo de
melaleuca sendo colocados sobre uma placa de Petri contendo agar Muller Hinton
inoculado com as culturas bacterianas de interesse. Apds o periodo de incubacao,
foi possivel observar a formacao de zonas de inibicdo de crescimento bacteriano ao
redor dos discos. O didmetro dessas zonas foi medido e utilizado como indicativo da
atividade antibacteriana do 6leo de melaleuca. Os testes de concentragdo minima
inibitéria (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) foram realizados para
determinar a menor concentracdo do O6leo de melaleuca capaz de inibir o
crescimento bacteriano e concentragdo capaz de matar as bactérias. Para esse
teste, foram preparadas diluicdes que variaram nas concentracdes de 4 a 0,03% do
O0leo de melaleuca em caldo Muller Hinton, em cada diluicdo foram inoculadas
linhagens de referéncia ATCC e bactérias isoladas de leite proveniente de vacas
com mastite. Apds o periodo de incubacgao, verificou-se a menor concentracdo do
O0leo de melaleuca em que nao houve crescimento bacteriano visivel. No teste
qualitativo do disco difusao foi possivel observar a formacao dos halos de inibigao,
confirmando a susceptibilidade bacteriana do 6leo de melaleuca. Nos testes da CIM
e CBM as concentragdes capazes de inibir o desenvolvimento bacteriano variaram
de 2 a 0,1% e a CBM variou de 2 a 0,5%. Os resultados obtidos forneceram
informagdes importantes sobre a atividade antibacteriana do 6leo de melaleuca
frente as bactérias causadoras da mastite bovina. Contribuindo para o
desenvolvimento de terapias alternativas para prevencao e tratamento da mastite
bovina, reduzindo a dependéncia de antibiéticos convencionais.

Palavras-chave: atividade antibacteriana; mastite bovina; 6leos essenciais.



ABSTRACT

Bovine mastitis is an inflammation of the mammary glands and is one of the most
common and harmful diseases that affect milk production in cattle. Pathogenic
bacteria are often responsible for the development of this disease. In this context, the
present study aims to investigate the antibacterial activity of tea tree oil against the
main bacteria that cause bovine mastitis. To evaluate the effectiveness of tea tree oll
as a potential antibacterial agent, the Disk Diffusion Test, Minimum Inhibitory
Concentration Test (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were
performed. In the disk diffusion test, paper disks soaked with tea tree oil were used
and placed on a Petri dish containing Muller Hinton agar inoculated with the bacterial
cultures of interest. After the incubation period, it was possible to observe the
formation of zones of bacterial growth inhibition around the discs. The diameter of
these zones was measured and used as an indication of the antibacterial activity of
tea tree oil. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) tests were carried out to determine the lowest concentration of
tea tree oil capable of inhibiting bacterial growth and concentration capable of killing
bacteria. For this test, dilutions ranging in concentrations from 4 to 0.03% of tea tree
oil in Muller Hinton broth were prepared. ATCC reference strains and bacteria
isolated from milk from cows with mastitis were inoculated in each dilution. After the
incubation period, there was the lowest concentration of tea tree oil in which there
was no visible bacterial growth. In the qualitative disk diffusion test, it was possible to
observe the formation of inhibition halos, confirming the bacterial susceptibility of tea
tree oil. In the MIC and MBC tests, concentrations capable of inhibiting bacterial
development ranged from 2 to 0.1% and the CBM ranged from 2 to 0.5%. The results
obtained provided important information about the antibacterial activity of tea tree oil
against bacteria that cause bovine mastitis. Contributing to the development of
alternative therapies for the prevention and treatment of bovine mastitis, reducing
dependence on conventional antibiotics.

Keywords: antibacterial activity; bovine mastitis; essencial oils.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Grafico 1 - Volume de leite produzido no Brasil (Unidade L x 1000), de 2004 a

2027 ...ttt ettt ettt 17
Grafico 2 - Valor da producao de leite no Brasil, de 2004 a 2021 (Unidade R$ x

F000) ...ttt b etttk n ettt b et n et benens 17
Figura 1 - Principais rotas de biossintese de metabdlitos secundarios ............... 25

Figura 2 - Locais e mecanismos de acao de oleos essenciais na célula

BACEEITANA. ... ... aaaaans 27

Quadro 1 - Antibiograma das bactérias com perfil de resisténcia a

ANtIMICIODIANOS ............ooiii et 29
Fotografia 1 - Caracteristicas das colénias no meio de cultura Baird Parker.....37

Quadro 2 - Caracteristicas das coldnias e provas bioquimicas dos isolados em

BaIrd PArker ...ttt neenne s 37
Fotografia 2 - Caracteristicas das colonias no meio de cultura MacConkey.......38
Fotografia 3 - Caracteristicas das colonias no meio de culturaEMB .................... 38

Fotografia 5 - Interpretacao de resultados da pesquisa da concentragao minima

INTDIEOITA. ...t 41

Grafico 3 - Comparacao dos resultados da CIM pelo método de leitura visual

com resazurina X resultados absSorbaANCIA ...........ooomeeeeiiiiii e, 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Producgao de leite dos principais Estados no ano de 2021 ................... 18
Tabela 2 - Concentragoes obtidas através da diluicao seriada.............................. 34

Tabela 4 - Médias dos didmetros (cm?) dos halos de inibicdo no teste de

ISCO=AITUSAOD ... e et e e e e e e e e e e e e e e eaaaa 39

Tabela 5 - Média do diametro (cm?) dos halos de Inibi¢do dos isolados de leite

proveniente de vacas commastite..................cccoooiiiiiiii 40

Tabela 6 - Média do diametro dos halos de inibicao dos desinfetantes usados

Pré € POS AIPPING .........ccoooeveveiieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt et 41



ATCC
BHI
CBM
CCS
CIM
CMPR
DMSO
EMB
FDA
IBGE
IN

MRSA
NCCL
OE
TTO
UTFPR
UFC

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

The American Type Culture Collection

Brain Heart Infusion

Concentracao Bactericida Minima

Contagem de Células Somaticas
Concentracao Inibitéria Minima

Colegao Microbiolégica da Rede Paranaense
Dimetilsulfoxido

Eosin Methylene Blue

Food and Drug Administration

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Instrucdo Normativa

Mililitro

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
National Committee for Clinical Laboratory Standards
Oleos Essenciais

Tea Tree Oil

Universidade Tecnologica Federal do Parana
Unidade Formadora de Col6nia



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..o 13
2 JUSTIFICATIVA ettt 15
3 OBUETIVOS ...ttt 16
3.1 ObjJetivo geral...............coooviiiiiieeeeee e 16
3.2 ODbjetivos eSPecCifiCOS............ccoouiiiiiiice e 16
4  REFERENCIAL TEORICO..........ccoooiiiiiiiiiiieeeieeiiee e 17
4.1 Cadeia produtiva leiteiranacional.......................c..oooooiiiiiiiiicieee 17
4.2 Impactos econdmicos associados a mastite bovina........................................ 19
4.3 Definigao e caracterizagao da mastite bovina ......................c.cccooii 21
4.4 Tratamento e medidas de controle da mastite.....................c.ccooiinnine. 22
4.5 TerapiaalterNativa................c.oooooiiiiiiiieeeeeeeeeee e 24
4.5.1 OlEOS ESSENCIAIS ...........oeveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee e 25
4.5.2 Oleo essencial de melaleuca (f8a tree). ............cocooweeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeree e 28
5  MATERIAL E METODOS ...........coooiiiiieiieeiieeeesee it 29
5.1 LINNAGENS ... et 29
5.2 Oleo essencial de Melaleuca ................c..co.coooevevieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 30
5.3 Desinfetante comercial usado no pré e pés dipping .............cccccoeveiennnnn. 30
5.4 Coletadaamostragemdeleite..............ccooiiiiiiiiiiiiiiii e, 30
5.5 Cultivo bacteriolOgiCo...............ccocooiiiiiiieieeee e 30

5.6 Meétodos de avaliacao da atividade antibacteriana do 6leo de melaleuca32
5.6.1 Teste diSCO-AIfUSAD .......ccuoeoeieeeieeeeeeeeeee et eaae e 32

5.6.2 Determinacdao da concentragdo inibitéria minima (CIM) concentracao

bactericida Minima (CBM) ...........ooooiiiiiieeeeeeeeee ettt 33
6 RESULTADOS EDISCUSSAO............cooooeeeeeeeeeeeeeee oo 36
6.1 Isolamento de bactérias.................ccooiiiiiiiiiiii e 36
6.2 Teste disco - difusao do 6leo essencial de melaleuca......................c........... 39

6.3 Teste disco - difusdo em desinfetantes comerciais usados no pré e pés

QUPPING ...ttt ettt e et e et eeabe e st e et e e steeerbe e tteebeentaaenbeeneas 40



6.4 Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragao bactericida minima



13

1 INTRODUGAO

A mastite € uma das enfermidades que mais causa perdas econémicas no
setor de producéo leiteiro do mundo. Trata-se de uma inflamacédo nas glandulas
mamarias das vacas causada principalmente pela presenga de bactérias. Os
impactos dessa enfermidade sdo a queda na produtividade, diminuicdo da
qualidade do leite, gastos com medicamentos e servigos veterinarios além do
descarte do leite.

Por se tratar de uma enfermidade altamente prejudicial aos rebanhos leiteiros,
muitos estudos sdo conduzidos. Neste sentido, programas de manejo visam
melhorar a saude da glandula mamaria (ZAFALON et al., 2007). A mastite
apresenta-se de forma clinica e subclinica. O diagndéstico da forma clinica é de facil
identificagédo ja que os sinais inflamatérios sado detectados visualmente. Ja a forma
subclinica ndo apresenta sinais inflamatdrios visiveis ou modificagdes sensoriais no
leite, sendo identificada por meio do aumento das células somaticas e na alteragao
da composicao do leite.

De maneira geral, o tratamento da mastite bovina é feito por meio de uso de
antibidticos. Contudo, o uso indiscriminado e errdbneo dessas drogas tem contribuido
para o desenvolvimento da resisténcia de patégenos, dificultando o sucesso do
tratamento (KUROSAWA et al., 2020). A preocupacdo vai além do quesito
econdmico nas propriedades mas também ela torna-se uma questdo de saude
publica visto que esses antimicrobianos utilizados para o tratamento da mastite em
sua maioria sao das mesmas classes utilizadas na medicina humana.

Diante desse cenario, o uso de tratamentos alternativos para o controle de
bactérias causadoras da mastite torna-se importante devido ao seu impacto
econdmico e sanitario nos rebanhos leiteiros . Entre os tratamentos alternativos,
pode-se destacar o uso dos Oleos essenciais. Os Oleos essenciais (OE) sao
substancias oleosas podendo ser extraido de varias partes do vegetal, possuem
compostos aromaticos volateis que s&o sintetizados pelas plantas durante o
metabolismo secundario (BURT, 2004).

Devido as suas propriedades bioldgicas, os 6leos essenciais tém potencial no
mercado global (TARIQ et al., 2019). Logo, varias pesquisas foram realizadas no
intuito de comprovar de forma in vitro o efeito antibacteriano dos 6leos essenciais,

Hall et al. (2020) observaram que os OE de Citrus aurantium e Melaleuca alternifolia


https://www.zotero.org/google-docs/?SGl7Xx
https://www.zotero.org/google-docs/?zmu7dm
https://www.zotero.org/google-docs/?k6ZW5K
https://www.zotero.org/google-docs/?suVDbE
https://www.zotero.org/google-docs/?ZnK9Bh
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apresentaram atividade frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, bactérias essas que sao as principais causadores de mastite bovina. Uma
revisdo realizada por Lopes et al. (2020), mostrou que entre os anos de 2001 a
2015, varios OE foram avaliados contra microrganismos isolados da mastite bovina,
e muitos deles apresentaram propriedades antimicrobianas.

Trabalhos da literatura mostram que o TTO (tea tree oil) que é OE extraido da
Melaleuca alternifolia possui efeito bactericida in natura e bacteriostatico em baixas
concentragbes (HALL et al., 2020). Carson et al. (2006) ressalta que dados
contemporaneos evidenciaram claramente que a atividade de amplo espectro do
TTO inclui atividades antibacterianas, antifungicas, antivirais e antiprotozoarias.
Tendo em vista tais fungbes do TTO, seu uso torna-se uma alternativa de novas
estratégias a fim de prevenir e controlar a ocorréncia da mastite. Além disso, visa
reduzir o desenvolvimento de multirresisténcia na cadeia produtiva leiteira e também
a possibilidade de uso para produtores que trabalham com produgao organica.

Ao pesquisarem os efeitos antibacterianos do TTO em isolados
multirresistentes GIOPPO; ZANCANARO; BELLAVER (2019) observaram que todos
os isolados pesquisados mostraram-se suscetiveis a alguma das concentracoes
testadas variando de acordo com a metodologia empregada. A linhagem de E.coli

isolada de um caso hospitalar mostrou-se a mais sensivel.


https://www.zotero.org/google-docs/?tBDs9X
https://www.zotero.org/google-docs/?LHsBSN
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2 JUSTIFICATIVA

A mastite bovina tem sido apontada como a principal enfermidade que
acomete o rebanho leiteiro, causando sérios prejuizos econdémicos tanto para o
produtor quanto para a industria. Além dos prejuizos econdmicos, a necessidade do
descarte do leite durante o tratamento torna-se um problema ambiental.

O uso indiscriminado de antibioticos compromete a qualidade do leite e
proporciona o surgimento de cepas resistentes aos tratamentos. O problema da
resisténcia bacteriana afeta o prognéstico dos animais acometidos e aumenta os
custos nas fazendas leiteiras. Além disso, representa uma questido de saude
publica, uma vez que ha o risco de veiculacdo de residuos de antibidticos e cepas
resistentes por meio do consumo de leite e derivados.

Por apresentar atividade antibacteriana contra grande numero de bactérias e
serem de origem natural, os 6leos essenciais apresentam grande potencial na

prevengao e no tratamento dos agentes causadores da mastite bovina.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana do 6leo essencial de melaleuca frente as bactérias

patdgenas relacionadas a mastite bovina.

3.2 Objetivos especificos

Identificar na literatura os agentes de grande impacto na ocorréncia da
mastite;

Isolar bactérias provenientes do leite de vacas diagnosticadas com mastite;
Analisar a atividade antibacteriana dos desinfetantes comerciais usados no
pré e pos dipping;

Avaliar o perfil de suscetibilidade de linhagens de referéncia ATCC e de
bactérias isoladas do leite proveniente de vacas com mastite frente ao 6leo
essencial de Melaleuca;

Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida

Minima do 6leo essencial de Melaleuca sobre as bactérias pesquisadas.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Cadeia produtiva leiteira nacional

A produgéo leiteira desempenha um papel significativo na economia do Brasil.
A industria do leite € responsavel por empregar milhdes de pessoas em diferentes
estagios da cadeia produtiva, desde a criagdo e cuidado dos animais até o
processamento e distribuicdo dos produtos lacteos (BRASIL, 2023).

De acordo com dados do IBGE apresentados na Grafico 1 a produgao de leite
no Brasil cresceu de 2004 a 2013, em 2014 a producdo passou a declinar, fato que
durou 3 anos.

Grafico 1 - Volume de leite produzido no Brasil (Unidade L x 1000), de 2004 a 2021

2004 2000 QDB 2040 204 z PIVAG 2010 2018 2020 L2t

Fonte: IBGE (2023)

Essa trajetdria de queda foi revertida em 2018, quando a producgéao voltou a
crescer, totalizando mais de 35 bilhdes de litros no ano de 2021 atingindo um valor
bruto de mais de R$ 68 bilhdes, observa-se que o valor de producdo cresceu de

forma significativa desde 2019 (Gréafico 2).

Grafico 2 - Valor da produgao de leite no Brasil, de 2004 a 2021 (Unidade R$ x 1000)

70.000.000

200 5000 ~Q0B »0A0 g012 PV H0A© 2048 20290 pp2)

Fonte: IBGE (2023)



18

Em termos da producao estadual, os cinco maiores estados produtores
concentraram quase 70% do total nacional, sendo que Minas Gerais deteve uma
participagdo de 27,23% no volume de leite produzido, sendo o maior produtor
nacional, conforme dados apresentados na Tabela 1. O Parana é o segundo maior
produtor de leite do Brasil, com mais de 4 bilhdes de litros, a posigao no ranking se
deve ao fato de o estado contar com algumas das regides mais expressivas na
producéo brasileira, como é o caso dos Campos Gerais, incluindo os municipios de
Castro, Carambei, Arapoti, entre outros.

Um levantamento do Departamento de Economia Rural (Deral), da Secretaria
de Estado da Agricultura e Abastecimento (Seab), aponta que a soma do Valor Bruto
de Producgédo (VBP) de toda a regido dos Campos Gerais, sé em 2020, foi de R$ 9,8
bilhdes, impulsionada principalmente por Castro (R$ 432 milhdes) e Carambei (R$

271 milhdes), municipios que mais produzem na regiao.

Tabela 1 - Producao de leite dos principais Estados no ano de 2021

Participagao

Estado Producéo (Mil litros) Produgédo no
Brasil (%)

Minas Gerais 9.611.706 27,23
Parana 4.415.634 12,51
Rio Grande do Sul 4.385.198 12,42
Santa Catarina 3.161.993 8,96
Goias 3.121.391 8,84

Fonte: Adaptado IBGE (2023)

Em escala mundial o Brasil € o terceiro maior produtor de leite, com produgao
em 98% dos municipios brasileiros, em relagdo ao tamanho das propriedades
predomina pequenas e meédias propriedades, empregando 4 milhdes de pessoas
(BRASIL, 2023).

Embora o Brasil ocupe essa posi¢cao na classificagdo mundial ainda possui
um grande potencial a ser explorado, principalmente em termos de ganhos de
produtividade, de modo a se tornar também um dos principais participantes do
mercado global de leite e derivados (EMBRAPA, 2020)

O pais conta com mais de 1 milhdo de propriedades produtoras de leite
segundo as projegbes do agronegécio da Secretaria de Politica Agricola (BRASIL,
2023), estima-se que 2,3% das propriedades leiteiras sdo especializadas e atuam

como empresa rural eficiente. Entretanto, 90% dos produtores sao considerados


https://www.aen.pr.gov.br/Noticia/Tecnologia%20amplia%20efici%C3%AAncia%20e%20faz%20de%20Castro%20refer%C3%AAncia%20nacional%20na%20produ%C3%A7%C3%A3o%20de%20leite
https://www.zotero.org/google-docs/?ApTSXm
https://www.zotero.org/google-docs/?tn8Lxw
https://www.zotero.org/google-docs/?tn8Lxw
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pequenos, com baixo volume de produgao diaria, baixa produtividade por animal e
pouco uso de tecnologias (FBB, 2010).

Embora o tamanho das propriedades de rebanho leiteiro sejam pequenos
gquando comparado a outros paises, as fazendas brasileiras estdo crescendo em
termos de volume individual de producdo. A inser¢cdo no Brasil no mercado
internacional esta atrelada, em parte, a adaptacdo as mudancgas tecnologicas e de
mercado, especialmente em eficiéncia produtiva e qualidade da producéo
(PEROBELLI; ARAUJO; CASTRO, 2018).

4.2 Impactos econdmicos associados a mastite bovina

A mastite caracteriza-se por um processo de inflamacao da glandula mamaria
promovida por diferentes fatores, sendo os principais causados por bactérias, em
cerca de 90% dos casos. Representa um dos principais entraves para a
bovinocultura leiteira, devido aos severos prejuizos econébmicos (RAMOS et al.,
2017), que acarreta em perdas anuais globais de aproximadamente US$ 35 bilhdes
(CANESCHI et al., 2023).

Além das perdas econbmicas resultantes da mastite, seu efeito € notado,
principalmente, pela reducdo na producao e as alteragcbes na composicao do leite
(RAMOS et al., 2017). Nesse sentido, o descarte do leite de vacas em tratamento
com antibiéticos € um agravante, quando se analisa além do prejuizo econdmico, o
destino desse leite e seu impacto na poluicado ambiental (DEMEU et al., 2015).

Lopes et al. (2020) em seus estudos concluiram que o0 aumento da contagem
das células somaticas (CCS) influenciou diretamente no impacto econdmico da
producao de leite. Segundo os autores o item de maior representatividade foram as
perdas ocasionadas pela diminuicdo na producao, seguido do descarte de leite de
animais em tratamento e despesas com tratamento curativo. As despesas com
tratamento preventivo representaram, no maximo, 10,8% do impacto econémico.
Portanto, investir em praticas preventivas trazem vantagens, pois ira contribuir
significativamente para diminuicdo da CCS no tanque e, consequentemente reduzir
o impacto econémico da mastite (DEMEU et al., 2015).

Para a industria de laticinios, a mastite bovina é fator causador das maiores
perdas econOmicas (BARREIROS et al., 2022). A mastite provoca uma série de

alteragbes fisico-quimicas no leite, como: modificagbes no pH (geralmente
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deixando-o alcalino), diminuicdo no extrato seco total (caseina, gordura, lactose),
aumento de minerais, como sodio e cloro, diminui¢cdo do calcio e fésforo, aumento
de algumas enzimas (catalase, fosfatase &acida, arilestearase, entre outras),
ressaltando ainda os problemas com o sabor (sabor salgado), fermentacdes
anormais, demora de coagulacéao, dificuldade de sinéreses dos queijos, diminui¢ao
do rendimento e da termoestabilidade, que constituem os principais problemas
tecnologicos observados na industria, decorrentes do uso do leite mastitico
(TRONCO, 2010).

Segundo a Instru¢gdo Normativa n.° 77 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) é proibido o envio a qualquer estabelecimento industrial do
leite de fémeas que, independentemente da espécie, estejam submetidas a
tratamento com produtos de uso veterinario durante o periodo de caréncia
recomendado pelo fabricante. A IN n° 76 aprova o regulamento técnico de
identidade e qualidade (RTIQ) do leite cru refrigerado, devendo este ndo apresentar
residuos de antibidticos e contaminantes acima do limite maximo previsto em
normas complementares.

Segundo a Portaria n.° 392 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) um leite com residuos de produtos de uso veterinario e
contaminantes acima dos limites previstos em normas complementares, nao pode
ser utilizado para o seu aproveitamento condicional, e somente pode ser utilizado
para a elaboragcdo de produtos ndo comestiveis, exceto para o0 seu uso na

alimentagao animal.

4.3 Definigao e caracterizagao da mastite bovina

A mastite pode ser dividida em dois grandes grupos sendo eles a mastite
clinica e subclinica. A mastite clinica refere-se aos casos em que existem sinais
visiveis de alteragdes no leite como: pus, grumos, edema e aumento de temperatura
do animal (ZIMERMANN; ARAUJO, 2017). Geralmente é aguda e com curta duragéo
da doenga, sendo causada por agentes do préprio ambiente (KUROSAWA et al.,
2020). A mastite subclinica é assintomatica e caracteriza-se por alteragdes na
composigao do leite que sao detectadas laboratorialmente (SILVA; MARTINS FILHO,
2017) por meio do aumento da contagem de células somaticas (CCS) (KUROSAWA
et al., 2020), trata-se de uma inflamagao intramamaria causada por microrganismos

que invadem o canal do teto, é a forma mais frequente de mastite (FORSBACK et
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al., 2009) e de maior duragcdo (KUROSAWA et al., 2020). A grande maioria das
mastites sdo de origem bacteriana, representando mais de 90% de todos os
diagndsticos de mastite (GONCALVES et al., 2018).

A prevaléncia da infec¢cdo é determinada pela natureza, grupo de bactérias,
pela resisténcia do agente aos antibidticos e por outros fatores relacionados ao
hospedeiro (FURLANI et al., 2021). Porém é importante lembrar que a mastite de
qualquer forma ou intensidade reduz a produc¢ao leiteira, chegando a muitos casos a
perda de um ou mais tetos (TOZZETTI et al., 2008).

Os agentes etioldégicos podem ser classificados em organismos contagiosos
ou causadores de mastite ambiental. Os agentes contagiosos sao transmitidos por
vacas que apresentam glandulas mamarias infectadas para vacas sadias. Entre
esses, a bactéria Staphylococcus aureus é a de maior ocorréncia (SPERANDIO et
al., 2019). Ja os organismos classificados como ambientais sdo aqueles presentes
no ambiente onde esta a vaca, como o solo, a agua, o esterco, a cama, etc. Nesse
grupo, a bactéria mais patogénica € a Escherichia coli (SPERANDIO et al., 2019).

A mastite estafilococica € uma doenga complexa e seu principal agente, o
Staphylococcus aureus, € um patdogeno com potencial para expressar diversos
fatores de viruléncia (FURLANI et al., 2021). E um dos principais agentes das
mastites do rebanho leiteiro em varios paises e com o aparecimento de cepas
multirresistentes a antibidticos, por estes motivos o tratamento dessas infeccdes tem
sido dificultado (ZANETTE; SCAPIN; ROSSI, 2010). Portanto, o estudo sobre o seu
perfil de resisténcia € uma preocupagao importante, com consequéncias alarmantes
a saude dos animais e também da saude publica (FREITAS et al., 2018).

De acordo com Lopes et al., 2020a em seus estudos a bactéria Enterococcus
faecalis apresentou resisténcia a antibidticos. Bactérias do género Enterococcus
spp. estdo presentes de maneira geral em laticinios devido a sua comensalidade no
intestino de vacas leiteiras e resisténcia a processos de pasteurizacédo, no entanto,
podem representar um risco a populagao devido a sua patogenicidade e ascendente

resisténcia antimicrobiana.

4.4 Tratamento e medidas de controle da mastite
De acordo com Barreiros et al. (2022) as boas praticas de higiene séo as
principais medidas de prevencao e controle da mastite, sendo a desinfeccao dos

tetos ainda o método mais utilizado devido a sua simplicidade e alta eficiéncia.


https://www.zotero.org/google-docs/?iyK9sF
https://www.zotero.org/google-docs/?w8FvjH
https://www.zotero.org/google-docs/?n106ob
https://www.zotero.org/google-docs/?W6mGsb
https://www.zotero.org/google-docs/?k0QcgN
https://www.zotero.org/google-docs/?tSEEvf
https://www.zotero.org/google-docs/?tSEEvf
https://www.zotero.org/google-docs/?txE2tF
https://www.zotero.org/google-docs/?5nSjyh
https://www.zotero.org/google-docs/?WQooEq
https://www.zotero.org/google-docs/?i0B98r
https://www.zotero.org/google-docs/?43WS9b
https://www.zotero.org/google-docs/?v4Hwbl

22

Para evitar a transmissdo dos agentes causadores da mastite, usam-se meios
de prevengao como o pré dipping e pos dipping que consistem na desinfecgao dos
tetos antes e apos a ordenha, respectivamente, lavagem das maos dos
ordenhadores com agua e sabao neutro antes da manipulagéo, higiene correta das
teteiras e uso de papel toalha ou pano individual para cada animal (ZIMERMANN;
ARAUJO, 2017). Além disso, utiliza-se a terapia da vaca seca, tratamento dos
animais acometidos e descarte dos que apresentarem infecgdes crénicas (LOPES et
al., 2020b).

Existem varios ingredientes ativos encontrados em produtos usados para
desinfeccao de tetos no processo de pré e pés dipping. Os principais ingredientes
desinfetantes incorporados nos produtos séo iodo, gluconato de clorexidina, didxido
de cloro e acido latico, bem como suas combinacbes (FITZPATRICK; GARVEY;
GLEESON, 2018).

De acordo com Medeiros et al. (2009) o uso do cloro tem como desvantagem
sua menor estabilidade, além da nao observacao das recomendacdes e critérios de
uso pelos produtores. Os autores observaram que 100,0% das amostras de
Staphylococcus spp. mostraram-se resistentes a este principio ativo, sendo
desaconselhado sua utilizagao nas praticas de pré e pds dipping.

O uso desses saneantes antes e apds a ordenha € uma recomendacao do
Programa de Controle de Mastite recomendado pelo Conselho Nacional de Mastite
(National Mastitis Council). Trata-se de uma organizacado profissional sem fins
lucrativos dedicada a reduzir a mastite e melhorar a qualidade do leite, sediado em
Minnesota nos Estados Unidos (GODDEN et al., 2016).

O controle e o tratamento da mastite sdo as principais causas do uso de
antimicrobianos na pecuaria leiteira. Contudo, na maioria das vezes, o0s
antimicrobianos sao utilizados de forma errénea e abusiva, o que contribui para o
aumento da resisténcia dos patégenos, dificultando o tratamento dessas infecgoes
(ZANETTE; SCAPIN; ROSSI, 2010).

A resisténcia microbiana é um fendmeno generalizado e crescente e tem um
sério impacto na sociedade, tanto em nivel econdmico como em termos de cuidados
com a saude. Representa um dos desafios mais complexos, ja responsavel por
700.000 mortes por ano em todo o mundo, que podem aumentar para 10 milhdes
até 2050, resultando em perda de 11% na producédo de gado (CANESCHI et al.,
2023).
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Os antibidticos para tratar mastite também sdo uma preocupagao para a
industria e para a saude publica. A presenca de residuo de antibidtico no leite
interfere no processo de fabricacdo de muitos produtos lacteos como o queijo e
outros produtos obtidos por meio da fermentacdo, e a presenca de antibidticos
mesmo sendo de niveis baixos pode causar problemas de saude aos consumidores
(TOZZETTI et al., 2008). Conforme estipulado pela Instru¢do Normativa 77, é
vedado o recebimento de leite pela industria que contenha residuos de antibidticos.

Um dos problemas preocupantes atualmente é a propagacdo de linhagens
resistentes as drogas de “primeira linha”, levando a consequéncias graves. Pois
as infecgdes causadas por linhagens resistentes que nao respondem ao tratamento,
podendo ocasionar prolongamento da doencga e maior risco de descarte e morte do
animal (ZIMERMANN; ARAUJO, 2017) sendo de grande importancia a identificacéo
e isolamento desses agentes para a analise de sensibilidade antimicrobiana in vitro
para desenvolver métodos preventivos efetivos e estratégias para o tratamento e
controle (ZANETTE; SCAPIN; ROSSI, 2010).

A eficacia clinica de um antimicrobiano € de quantificacao muito dificil, porque
ha grandes variacbes na resposta individual e do rebanho, por causa do tipo de
microrganismo envolvido, localizagcao dos sitios infectados, grau de endurecimento
da glandula mamaria, duragéo da infeccdo e outros fatores (TOZZETTI et al., 2008).
Sendo assim, no que se diz respeito a prevencgao vale ressaltar que a realizacédo de
pré e pos dipping sao de grande importancia a fim de reduzir bactérias nos tetos,
evitando a mastite e com isso reduzindo o uso de antibiéticos (SCHELLES et al.,
2021).

4.5 Terapia alternativa

O uso de extratos vegetais esta documentado na medicina tradicional em
todo o mundo e ha um interesse crescente na sua aplicagdo para o tratamento da
mastite bovina. Muitas plantas medicinais com diferentes propriedades bioldgicas ja
sao utilizadas neste campo, embora ensaios in vivo que relatem sua eficacia,
farmacocinética e farmacodindmica sejam escassos (CANESCHI et al., 2023).

As plantas, ininterruptamente, apresentam uma ag¢ao importante como um
dos recursos naturais basais utilizados para acolher as necessidades humanas,

fossem aquelas conexas a alimentacdo ou a saude, desde tempos remotos da
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humanidade. Muitas plantas ja eram utilizadas em formas de extratos para agdes
clinicas (FREITAS; COSTA; MIRANDA, 2022).

A resisténcia antimicrobiana surgiu como uma das ameagas mais importantes
para a saude humana e animal no mundo, tendo em vista esse problema, estudos
envolvendo o desenvolvimento de medicamentos alternativos, seguros, eficazes e
com menos efeitos colaterais sao necessarios (LOPES et al., 2020b).

Diversos trabalhos tém comprovado a eficacia de compostos extraidos de
plantas sobre bactérias isoladas em mastite bovina, apresentando como estratégia
terapéutica promissora para tratamento de infecgcbes, reduzindo o uso de
antimicrobianos tradicionais e se adequando & abordagem de Saude Unica (ALVES;
MOREIRA, 2021). Nesta perspectiva, ha uma excelente oportunidade para o
desenvolvimento de processos sustentaveis de exploragcdo de produtos naturais,
como os Oleos essenciais (ALMEIDA; ALMEIDA; GHERARDI, 2020).

De acordo com Schelles et al. (2021) o extrato de propolis pode ser usado
como agente desinfetante para os tetos de vacas leiteiras em substituicdo a solugéo
de iodo, propiciando semelhantes caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas
no leite, com redugao da carga microbiana nos tetos.

Austresilio-Filho et al. (2023) observaram em seus estudos que o extrato
hidroalcodlico das folhas de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) apresentou
atividade antibacteriana contra isolados de Staphylococcus aureus da mastite
bovina.

Finhler et al. (2020) confirmaram em seus estudos o efeito antibacteriano in
vitro do OE de Melaleuca alternifolia sobre isolados de Staphyloccocus aureus
resistentes ao antimicrobiano Penicilina G de bovinos acometidos por mastite.

Devido a atividade antibacteriana dos OE esses apresentam-se como uma
alternativa promissora no controle dos patdégenos causadores da mastite bovina
(LOPES et al., 2020).

4.5.1 Oleos essenciais

Os oleos essenciais sdao compostos liquidos, complexos, que possuem
compostos bioativos, volateis, com odor e cor caracteristicos, formados a partir de
metabdlitos secundarios de plantas, presentes em todos os 6rgaos desta, como

brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas e cascas (ALMEIDA;
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ALMEIDA; GHERARDI, 2020). Possuem atividade antimicrobiana reconhecida frente
a diversos grupos bacterianos (LOPES et al., 2022).

De acordo com Simdes et al., 2016, a origem de todos os metabdlitos
secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois
intermediarios principais: o acido chiquimico e acetil-CoA (Figura 1). O acido
chiquimico origina os aminoacidos aromaticos, precursores da maioria dos
metabdlitos secundarios aromaticos. Ja os derivados do acetil-CoA podem ser
classificados, segundo a via metabdlica seguida, em: derivados do acetato, via ciclo
do acido citrico; derivados do acetato, via mevalonato; e produtos de condensacéao

do acetato.

Figura 1 - Principais rotas de biossintese de metabdlitos secundarios
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Fonte: Simodes et al. (2016)

Os OE sao misturas altamente concentradas e complexas de compostos
quimicos e podem ter importantes propriedades antissépticas, antibacterianas,

antivirais, antioxidantes, antiparasitarias, antifungicas e inseticidas. Portanto, o uso
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de OE na protecdo do gado contra infec¢des, principalmente em fazendas
organicas, vem tornando-se uma pratica comum (TOMANIC et al., 2022).

Tendo em vista o aumento da resisténcia pelos microrganismos aos
antibidticos, novos agentes sdo propostos na tentativa de minimizar tal ocorréncia.
Nesse sentido, considerando a ampla atividade bioldgica apresentada pelos
produtos de origem natural, os Oleos essenciais tém sido investigados para
determinacdo da atividade antimicrobiana (CASTRO; LIMA, 2011) e tém
demonstrado resultados promissores (LOPES et al., 2020). Contudo, a eficacia da
atividade antibacteriana varia de acordo com o tipo de microrganismo e seu nivel de
sensibilidade, o 6leo essencial e a concentracdo utilizada (ALMEIDA; ALMEIDA;
GHERARDI, 2020).

Os 6leos essenciais sdo classificados como Generally Regarded As Safe,
(GRAS), ou seja, seguros para a saude, e apresentam propriedades antibacterianas,
sem relatos de resisténcia apos exposigao prolongada em bactérias gram-positivas e
gram-negativas, o que torna justificavel seu emprego contra agentes bacterianos
(DAL POZZO et al., 2011).

Considerando o grande numero de diferentes grupos de compostos quimicos
presentes nos OEs, é provavel que a sua atividade antibacteriana nao seja atribuida
a um mecanismo especifico, mas que existam varios alvos na célula. Os possiveis
locais ou mecanismos na célula bacteriana considerados locais de acdo para os

componentes dos 6leos essenciais estao indicados na Figura 2 (BURT, 2004).

Figura 2 - Locais e mecanismos de agao de 6leos essenciais na célula bacteriana
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Figura 4. Locais e mecanismos na célula bacteriana considerados locais de agdo para componentes
de OEs: degradacdo da parede celular; danos a membrana citoplasméatica; danos as proteinas da
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Fonte: Adaptado de Burt (2004)
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Caneschi et al., 2023 cita que os efeitos antibacterianos dos OE estao ligados
ao vazamento de componentes celulares e perda de ions, devido ao aumento da
permeabilidade da membrana, bem como a reducédo do potencial de membrana, ao
rompimento das bombas de prétons e a deplecao de adenosina trifosfato, levando
ao rompimento da célula.

De acordo com Gustafson et al., 1998 os 6leos essenciais tém capacidade de
coagular o citoplasma e danificar os lipideos e proteinas da membrana celular. Os
danos causados a parede celular ocasiona um escape de macromoléculas,

evoluindo para o lise celular.
4.5.2 Oleo essencial de melaleuca (tea tree)

O género Melaleuca (familia Myrtaceae) é nativo da Oceania, onde essas
plantas sdo usadas ha séculos pelos aborigines na medicina tradicional australiana,
especialmente por sua atividade antimicrobiana de amplo espectro (CANESCHI et
al., 2023). Os principais usos do Oleo essencial capitalizaram historicamente as
acdes anti-sépticas e anti-inflamatorias, empregado também por suas propriedades
antimicrobianas como ingrediente ativo em muitas formulagdes tépicas usadas para
tratar infeccdes cutdneas (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006).

A constituigdo quimica do 6leo essencial de melaleuca, possui alta
concentracdo em terpinen-4-ol, no qual é atribuida principalmente por sua atividade
antimicrobiana e sendo o principal componente do 6leo (CARSON; HAMMER,;
RILEY, 2006), a—terpineno, y—terpineno, 1,8-cineol, sendo os principais responsaveis
por suas propriedades medicinais. O 6leo pode ser extraido das folhas, ramos e
caule, tendo a sua composi¢cdo documentada pela ISO 4730/1996 (International
Organization for Standardization) (MARTINS et al., 2011).

A Melaleuca alternifolia (arvore do cha) € a mais extensivamente estudada de
todas as plantas indigenas australianas, seu potencial medicinal foi observado na
literatura cientifica ja em 1930 por Humphrey. O 6leo essencial demonstrou ter
atividade contra uma variedade de microrganismos incluindo Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium, Candida albicans e Trichophyton spp.
(WILKINSON; CAVANAGH, 2005).
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O crescimento, a formacdo de biofiime e a invasdo de células epiteliais
mamarias bovinas de S. aureus sao reduzidos com a adi¢ao de TTO, sugerindo que
pode ser considerado uma ferramenta util para ajudar agentes antibiéticos a curar
infecgdes persistentes e cronicas (ZHAN et al., 2020).

Portanto, o TTO deve ser considerado como uma nova estratégia terapéutica
para a mastite bovina causada por S. aureus , visando melhorar a produgado e
qualidade do leite (ZHAN et al., 2020).

O odleo essencial de melaleuca vem se destacando em pesquisas na area
biolégica e prospeccao biotecnologica devido sua atividade antibacteriana contra

bactérias patogénicas, tornando-se uma potencial alternativa terapéutica.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Linhagens

No presente trabalho foram utilizadas linhagens obtidas por meio da CMRP -
UTFPR Campus Ponta Grossa (Colegbes Microbioldgicas da Rede Paranaense),
sendo elas Staphylococcus aureus (ATCC 2016 e 29213), Escherichia coli (ATCC
25922), Enterococcus faecalis (ATCC 0012), Staphylococcus aureus tipo MRSA
(CMRP 6058).

Bactérias isoladas proveniente do leite ordenhado de vacas com mastite em
uma propriedade particular nos Campos Gerais, e isoladas em um laboratério de
analises de patologia animal situado na cidade de Carambei no estado do Parana
com perfil de resisténcia a antibiéticos conforme resultados apresentados no Quadro
1, sendo elas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp. e Escherichia coli. As
bactérias que apresentaram resisténcia sao representadas por R, as intermediarias

por | e sensivel pela letra S.

Quadro 1 - Antibiograma das bactérias com perfil de resisténcia a antimicrobianos

Antibi6ticos Stapg}:roezosccus Staphylococcus sp. Escherichia coli
Ampicilina R | R
Amoxicilina R | R

Amoxicilina + Ac. R R S
Clavulanico

Cefalexina R R R

Ceftiofur S S R

Ciprofloxacina S S R

Estreptomicina | S R

Enrofloxacina S S R
Florfenicol S S R

Gentamicina S S R

Marbofloxacina S S R
Neomicina S S R
Norfloxacina S S R

Penicilina R R R
Sulfa.+Trimetropima S R R
Tetraciclina S S R

Legenda: S: Sensivel I: Intermediario R: Resistente
Fonte: Laboratério de patologia animal (2024)
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5.2 Oleo essencial de melaleuca

Na primeira fase dos testes o 6leo essencial de Melaleuca foi adquirido
comercialmente, para ajustes de protocolo. Posteriormente foram utilizados os 6leos
extraidos pelos académicos do curso de Engenharia de Bioprocessos e
Biotecnologia no Laboratério de Métodos Instrumentais (C005) da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Ponta Grossa.

A extracdo do 6leo foi obtida a partir de 350 g de folhas secas de Melaleuca,

resultando em 8 mL de dleo essencial utilizando o método da hidrodestilagéo.

5.3 Desinfetante comercial usado no pré e pos dipping

A fim de avaliar como as praticas de pré e pos dipping influenciam a redugéo
de microrganismos causadores da mastite, foi realizado através do método
disco-difusdo o perfil de suscetibilidade das linhagens de Staphylococcus aureus
(ATCC 2016), Escherichia coli (ATCC 25922) e Enterococcus faecalis (ATCC 0012)
frente aos desinfetantes usados no pré e pos dipping pela propriedade onde foi

realizada a coleta das amostras.

5.4 Coleta da amostragem de leite

As amostras foram coletadas em uma propriedade localizada na regido dos
Campos Gerais, onde foram selecionadas vacas em lactacdo com caso de mastite.
As coletas foram realizadas em frascos tipo falcon esterilizados de 50 mL e mantidos
inclinados para evitar a entrada de sujidades. Apds a coleta, as amostras foram
imediatamente acondicionadas em caixa de refrigeracdo e posteriormente
encaminhadas para o Laboratério da Colegao Microbiolégica da Universidade

Tecnoldgica Federal do Parana para o processamento das analises.

5.5 Cultivo bacteriolégico

A cultura bacteriolégica das amostras de leite coletadas de vacas com
mastite foi realizada a partir de meios de cultura seletivos. As amostras de leite
foram inoculadas 100 uyL em Agar Baird Parker suplementado com gema de ovo e

telurito e Agar Sangue a fim de pesquisar Staphylococcus aureus e Staphylococcus

sp.



31

Considerando positivo para Staphylococcus aureus no meio de cultura Baird
Parker o desenvolvimento de colbnias negras, brilhantes, convexas e circundadas
por halo da lecitinase e no Agar Sangue colénias com coloragdo branca ou
amarelada, opacas, cremosas e convexas, com presenga ou nao de beta-hemolise.

A partir do agar Baird Parker foram selecionadas colénias com e sem
formagdo de halos da lecitinase, para confirmagcdo dos testes bioquimicos. As
colbénias selecionadas foram transferidas individualmente com auxilio de algca de
platina para tubos de ensaio contendo caldo BHI, em seguida os tubos foram
incubados 37 + 1 °C por 24 a 48h, ap6s o periodo de incubacéao realizou-se testes
bioquimicos de coagulase e catalase, a microscopia foi realizada por meio da
coloragao de Gram.

O teste da coagulase foi realizado com plasma de coelho/citrato de sodio a
3,8%, onde foi retirado 1 mL do plasma e homogeneizado com 4 mL de solugao
fisiolégica, uma aliquota de 0,5 mL por amostra foi adicionada aos tubos, as
amostras foram incubadas a 37 = 1 °C, apds 6 horas de incubacgao foi observado se
houve a formagdo de coagulo. Os isolados de Staphylococcus aureus apresentam
coagulase positiva.

Para o teste da catalase a partir das colénias do agar Baird Parker, foram
emulsionadas uma algada de colénia em uma gota de peroxido de hidrogénio em
ldamina de vidro, onde foi observada a ocorréncia de borbulhamento imediato
(positivo), ou nao (negativo). Os isolados de Staphylococcus aureus sao catalase
positiva. Na microscopia realizada através da coloracdo de Gram as bactérias do
género Staphylococcus sao cocos Gram positivos, e com apresentagdo em cachos.

Para o isolamento de enterobactérias as amostras foram inoculadas no meio
de cultura Macconkey e para pesquisa de Escherichia coli foi utilizado o meio de
cultura EMB (Eosina Azul de Metileno). As placas foram incubadas em condigbes
aerobicas a 37 £ 1 °C por 24 a 48h. Apos o periodo de incubacéo foram observadas
as caracteristicas morfolégicas das colbnias.

No agar Macconkey observou-se as caracteristicas das colbnias, podendo
ser, rosadas a vermelhas (cercadas ou ndo por uma zona de precipitagao biliar),
com dimensdo média a grande. No meio de cultura EMB os coliformes totais
apresentam coldnias pretas azuladas e as colbnias de Escherichia coli poderao

apresentar reflexo verde metalizado caracteristico, devido a rapida fermentacéo da
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lactose. Para confirmagéo dos resultados foram realizados testes positivos a partir
de linhagens de referéncia ATCC, e realizada coloragao de Gram.
Os isolados foram armazenados em tubos eppendorf de 1,5 mL contendo

caldo BHI e glicerol 30% e mantidos em freezer para conservagao.

5.6 Métodos de avaliagao da atividade antibacteriana do éleo de melaleuca
5.6.1 Teste disco-difusdo

Para a determinagdo do perfil de suscetibilidade dos microrganismos foi
utilizado o método de disco-difusdo, esse teste é aceito pelo FDA (Food and Drug
Administration) e estabelecido como padrdo pelo NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards) (OSTROSKY et al., 2008).

As bactérias testadas foram previamente isoladas em placas de petri
contendo Agar Mueller Hinton e incubadas em estufa bacterioldgica a 37 + 1°C por
24 horas, ap0s esse periodo, as placas foram retiradas da estufa e verificado o
crescimento bacteriano e se houve a presenga de contaminagdes. Em seguida,
colonias isoladas de cada uma das linhagens isoladas, foram suspensas
individualmente em solugcdo salina 0,9% até a obtencdo de uma turbidez
correspondente a solugdo padrao de McFarland 0,5 para obtengao de indculos com
aproximadamente 108 UFC/mL.

Os indculos foram semeados com auxilio de swabs estéreis em placas de
petri contendo Agar Mueller Hinton, uma aliquota de 150 pL do 6leo essencial de
melaleuca foi adicionado em 3 discos de papel filtro previamente esterilizados em
autoclave, com auxilio de pinca esterilizada os disco foram colocados sobre o meio
de cultura semeados com as bactérias, e com o objetivo de avaliar a eficacia do
controle preventivo da mastite bovina no campo, realizou-se também o teste de
disco difusado dos desinfetantes comerciais usados no pré e pos dipping, onde foram
impregnados nos discos 150 pl dos desinfetantes usados na propriedade onde as
amostras foram coletadas. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37
+ 1°C, por periodo de 24-48 horas.

Para a validacdo do teste, no controle esterilidade foi utilizado disco
impregnado com agua destilada estéril, e como controle positivo foram utilizados

ampicilina e canamicina na concentragcao de 100 mg/mL.


https://www.zotero.org/google-docs/?jew6Hc
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Ap6s o periodo de incubacdo, realizou-se a leitura das placas onde foi
observado a formacdo de halos de inibicdo e a medicdo do tamanho desses halos

ao redor dos discos.

5.6.2 Determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) concentracao

bactericida minima (CBM)

As linhagens foram isoladas por meio de semeadura em superficie, em placas
de Petri contendo meio agar Muller Hinton, e incubadas a 37°C £ 2°C por 24 - 48 h.
A densidade populacional inicial dos inéculos foi padronizada utilizando-se o controle
de turbidez da escala McFarland de 0,5, o qual equivale a uma suspensao contendo
aproximadamente de 107 a 108 UFC/mL. Em seguida, esses indculos foram diluidos
em solugéo salina 0,9% para a concentragédo aproximada de 10° UFC/mL.

O dleo essencial de Melaleuca foi diluido, obtendo-se a concentracdo de 8%
considerada a solugdo-padrao inicial. Para obtencdo dessa concentragdo da
solugéo-padréo inicial foram adicionados, em um tubo de ensaio estéril: 0,4 mL do
oleo de Melaleuca, 4,6 mL de agua destilada estéril e suplementado com 0,05 mL de
Tween 80; a solugdo foi agitada durante 5 minutos em um agitador de solugdes tipo
Vortex. A utilizacdo de Tween 80 é importante para que haja a solubilizagéo do 6leo
essencial na agua, sem interferir em sua atividade bioldgica, conforme verificado em
estudos preliminares (FREIRE et al., 2014).

Para a realizacado da analise da CIM foram utilizadas placas de microdiluicao
(Elisa) de 96 pocos, dispostos em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Em cada
poco foram adicionados 100 pyL de Caldo Muller Hinton, em seguida inseriu-se 100
WL da solugao padréao, a fim de obter uma concentragéo inicial de 36 mg/mL (4%), as
concentracdes subsequentes foram obtidas através de diluicido seriada partindo-se
da concentragao inicial de 4% na linha A até 0,06% na Linha H, pela transferéncia
de 100uL do conteudo ao pogo subsequente. Para os pogos da linha H, foram
dispensados 100uL do conteudo do pogo, de modo a igualar o volume total. As
concentracdes obtidas em cada diluicdo estdao apresentadas na Tabela 2. Por fim
foram adicionados 10 pL da suspensdo dos indculos, em todos os pogos com

excecgao da coluna correspondente ao teste de esterilidade.


https://www.zotero.org/google-docs/?42maU0
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Tabela 2 - Concentragoes obtidas através da diluigao seriada

Pocos Concentragao (%)
1-A 4

2-B 2

3-C 1

4-D 0,5

5-E 0,25

6-F 0,125

7-G 0,0625

8-H 0,03125

Fonte: Autoria prépria (2024)

Para validacdo do teste nos pocos de controle de crescimento bacteriano
foram preparados pogos para cada isolado contendo 100 pL de caldo Muller Hinton
+ 10 uL de cada inéculo. Para controle de esterilidade foram preparados pogos com
100 pL de caldo Muller Hinton, também pog¢os com 100 uL de caldo Muller Hinton +
100 uL da solugao padrao. Todos os testes foram realizados em triplicata.

ApOs as inoculagdes as placas foram incubadas 37+1°C por 24 h. A leitura
dos resultados de absorbancia foi realizada na leitora de microplacas ELISA
DR-200BS-NM em 405 nm, e para a confirmag¢ao visual dos resultados foram
adicionados 10 uyL de resazurina a 0,01% a cada pogo. A leitura, que a olho nu
consistiu na avaliagdo das cores azul, representando auséncia de crescimento
bacteriano, e a mudancga para a cor rosa representando a presenca de crescimento
bacteriano. Esse processo ocorre por meio de uma reagao de redugao da resazurina
em resorufina (SPERANDIO et al., 2019).

A concentracao bactericida minima (CBM) foi obtida por meio da semeadura
em agar Mueller-Hinton, de aliquotas de 10uL das diluicbes correspondentes a CIM
e duas imediatamente anteriores dos conteudos dos pocos das placas de
microdiluicdo. Essas concentracdes imediatamente superiores a CIM sao suficientes
para demonstrar o efeito bactericida, visto que o efeito bacteriostatico foi
determinado pela auséncia de crescimento nos pocos da placa de microdiluicdo
(POZZATTI et al., 2010). Apds a semeadura, as placas de petri foram incubadas em
estufa bacteriologica a 37x1°C por 24h. A CBM foi considerada a menor
concentracdo que impediu o crescimento das bactérias nas placas de petri. Assim,

as concentracbes em que se verifica a formagao UFC é considerada inibitéria ao
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crescimento bacteriano, ou seja, bacteriostatico; enquanto as concentragdes na qual
se observa nulidade de crescimento sao consideradas bactericidas. Todos os testes

foram realizados em triplicata.

5.6.3 Analise estatistica
A fim de avaliar a heterogeneidade dos resultados aplicou-se o teste Q. Apds
essa avaliacdo os resultados foram avaliados utilizando o sistema SASM - Agri,

onde aplicou o teste de Tukey e Analise de Variancia ANOVA.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais microrganismos relacionados a mastite sdo agrupados em dois
grupos, quanto a sua origem e ao modo de transmissdo sendo eles: agentes de
mastite ambiental e agentes de mastite contagiosa.

Entre os principais da mastite contagiosa podemos destacar o
Staphylococcus aureus, que tem a capacidade de colonizar nos tetos lesionados ou
ressecados, levando a um aumento significativo da contagem das células somaticas
(CCS), podendo causar a mastite subclinica de longa duracdo (MASSOTE et al.,
2019).

A Escherichia coli € um dos microrganismos de maior predominancia quando
se trata de contaminagao de origem ambiental. As infecgdes mamarias ocorrem sob
a forma subclinica, porém ja existem estudos de sua associagdao em casos clinicos
(RIBEIRO et al., 2006).

Segundo Lopes et al. (2020) estudos vém demonstrando altos percentuais de
resisténcia antimicrobiana em bactérias do género Enterococcus associados a
mastite bovina. Em estudos realizados na China verificou-se alta resisténcia de E.
faecalis isolados de quartos mastisticos.

Nessa pesquisa foram avaliadas linhagens de referéncia ATCC sendo elas:
Staphylococcus aureus (ATCC 2016), Escherichia coli (ATCC 0012) e Enterococcus
faecalis (ATCC 25922), linhagem adquirida da Rede Paranaense de Colecoes
Microbiolégicas de Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA) (CMRP
6058), isolados de bactérias Staphylococcus sp. coagulase negativa,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli através de analises de amostras de leite

de vacas com histérico de mastite.

6.1 Isolamento de bactérias

Das 8 amostras coletadas do campo todas apresentaram crescimento de
bactérias do género Staphylococcus, esse resultado mostra-se consensual com 0s
resultados apresentados por Zimerman e Araujo (2017) onde em seus estudos
constataram a presenga de Staphylococcus sp. em 58,97% das amostras de leite
com mastite, onde o género é citado como um dos principais patégenos associados

a mastite subclinica no Brasil.
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Considerou-se colbnias tipicas para Staphylococcus aureus no meio de
cultura Baird Parker as colonias que apresentam-se de cor preta, brilhante, convexa
1,0-1,5 mm com entorno branco estreito e rodeado por uma zona clara que se
estende por 2-5 mm em meio opaco (BAIRD; LEE, 1995), essas caracteristicas
(Fotografia 1) foram observadas em 7 amostras, as 8 amostras apresentaram
resultado positivo na prova da catalase, no teste de coagulase 4 amostras

apresentaram resultado positivo e 4 amostras apresentaram resultado negativo.

Fotografia 1 - Caracteristicas das colonias no meio de cultura Baird Parker

Esquerda: Coldnias cor preta sem formagéo de halo da lecitinase
Direita: Colbnias cor preta com formacéao de halo da lecitinase
Fonte: Autoria prépria (2023)

Na visualizagao das laminas a partir da coloragdo de Gram todas as amostras
classificaram-se sendo cocos agrupados como cachos de uva, Gram positiva,

conforme os dados apresentados no Quadro 2.

Quadro 2 - Caracteristicas das coldnias e provas bioquimicas dos isolados em Baird Parker

Amostra Car:ilc?erlstlcas Coloragio de
Colobnias Catalase | Coagulase Resultado
Gram

339 colénias negras com halo Cocos Gram + Staphylococcus aureus

495 colbnias negras com e Cocos Gram + Staphylococcus aureus
sem halo

525 colénias negras com e Cocos Gram + + - Staphylococcus sp.
sem halo

550 colénias negras com e Cocos Gram + + - Staphylococcus sp.
sem halo

565 colénias negras com e Cocos Gram + + + Staphylococcus aureus
sem halo

617 colénias negras com halo Cocos Gram + + - Staphylococcus sp.

634 colonias negras sem halo Cocos Gram + + - Staphylococcus sp.

747 coldnias negras com halo Cocos Gram + + + Staphylococcus aureus

Fonte: Autoria propria (2023)
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Das analises no agar MacConkey 2 amostras apresentaram crescimento, as
colonias apresentaram-se vermelhas e indicaram a fermentacdo da lactose. De
acordo com MOREIRA et al. (2008) bactérias que fermentam a lactose como a
Escherichia coli, produzirdo colénias vermelhas ou rosa com centro mais escuro

devido a precipitagao de sais biliares (Fotografia 2).

Fotografia 2 - Caracteristicas das colonias no meio de cultura MacConkey

Fonte: Autoria prépria (2023)

No isolamento em agar EMB uma amostra apresentou crescimento de
colénias caracteristicas pretas com reflexos verde metalizado (Fotografia 3) e a
segunda amostra apresentou colénias vermelhas com brilho de Escherichia coli, na
visualizacdo das laminas em que foi realizada a coloracdo de Gram observou-se o

formato de bacilo e Gram positivo.

Fotografia 3 - Caracteristicas das colénias no meio de cultura EMB

>

Fonte: Autoria prépria (2023)

6.2 Teste disco - difusao do 6leo essencial de melaleuca

O teste do disco-difusdo € uma técnica utilizada para avaliar a suscetibilidade
de microrganismos e agentes antimicrobianos, desta forma, contribuindo para uma
abordagem mais eficaz no tratamentos de infec¢des bacterianas.

Nessa andlise foi possivel observar halos de inibigdo nas linhagens de

referéncia ATCC, tanto no 6leo comercial quanto nas analises com o 6leo extraido
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na UTFPR - Campus Ponta Grossa, indicando resultados positivos para atividade
antibacteriana do 6leo essencial de melaleuca frente as linhagens de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus faecalis.

Embora seja notavel uma distinta disparidade no didmetro dos halos, esses
resultados nao diferem significativamente pelo teste de Tukey, conforme resultados

apontados na Tabela 4.

Tabela 4 - Médias dos didmetros (cm?) dos halos de inibigio no teste de disco-difusio

Microrganismo i Oleo Extraido
Testado Oleo Comercial UTEPR - PG
Staphylococcus aureus 2,37a 1,93a
Escherichia coli 1,43a 1,87a
Enterococcus faecalis 1,00a 1,63a

Médias seguidas da mesma letra, nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2023)

Na avaliacdo do perfil de susceptibilidade dos microrganismos isolados das
amostras de leite proveniente de vacas com mastite, foi observado a formacao de
halos de inibicdo tanto nos testes com antibiéticos canamicina e ampicilina quanto
nos testes com o 6leo de Melaleuca (Fotografia 4) , em que cada placa possui os

testes em triplicata.

Fotografia 4 - Halos de inibi¢ao dos testes comparativos do éleo de melaleuca com

antibioticos convencionais

Fonte: Autoria prépria (2023)

A partir do teste de Tukey pode-se observar conforme os resultados
apresentados na Tabela 6 que o Oleo essencial de Melaleuca apresentou eficacia
antibacteriana variavel contra os isolados testados, com diametros de halos de
inibicdo variando de 1,33 e 2,67 cm? e coeficiente de variagdo (CV) entre 11,08% e
25,13% indicando uma alta dispersdao dos dados. Apesar de haver diferengas

significativas em comparagao com a Canamicina e a Ampicilina, € notavel que o 6leo
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essencial possui acéo antibacteriana frente as bactérias testadas, o que é promissor

para o desenvolvimento de terapias alternativas.

Tabela 5 - Média do didmetro (cm?) dos halos de Inibi¢cdo dos isolados de leite proveniente de
vacas com mastite

Oleo
Bactéria Essencialde Canamicina Ampicilina CV(%)
Melaleuca

S. aureus 2,67a 2,83a 3,83a 25,13

S. aureus 2,00b 2,67ab 3,60a 17,76

S. aureus 1,50b 2,83a 3,16a 11,55

S. aureus 2,67ab 3,37a 1,83b 11,08
Staphylococcus sp. 2,67b 3,00b 3,83a 6,45
Staphylococcus sp 1,83b 2,83ab 3,53a 18,77
Staphylococcus sp 1,33c 3,63a 2,30b 13,13
Staphylococcus sp. 2,00a 2,50a 2,67a 20,34

Os dados referem-se a média de triplicatas. Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05).
Fonte: Autoria propria (2023)

6.3 Teste disco - difusdao em desinfetantes comerciais usados no pré e pés
dipping

Uma das formas de prevencgédo da mastite € o uso do pré e pos dipping antes
e apos a ordenha, visando reduzir possiveis contaminagdes e desta forma prevenir o
problemas com mastite no rebanho (SCHELLES et al., 2021).

A eficacia da atividade antibacteriana dessas solugdes desempenha um papel
crucial na prevengao de contaminagdes bacterianas, na promogdo da saude do
ubere, na reducdo da incidéncia da mastite e na garantia da qualidade do leite
produzido

Foram avaliados o potencial antibacteriano das solugbes do pré e pos
dipping, frente as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 2016), Escherichia coli
(ATCC 0012) e Enterococcus faecalis (ATCC 25922). De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 6 pode-se observar que o diametro dos halos de inibicado do

pos dipping apresentaram-se maiores que no pré dipping.

Tabela 6 - Média do Diametro dos halos de Inibicao dos Desinfetantes usados Pré e Pés

Dipping
Microrganismo
Testado Pré Dipping Pés Dipping
Staphylococcus aureus 8 mm 17 mm
Escherichia coli 3 mm 43 mm
Enterococcus faecalis nao apresentou halo 27 mm

Fonte: Autoria prépria (2023)


https://www.zotero.org/google-docs/?H8PI4n

4

N&o foi observado halo de inibigdo na linhagem de Enterococcus faecalis na
solugéo pré-dipping. De acordo com os resultados obtidos por Lopes et al. (2020) a
bactéria E. faecalis apresentou resisténcia a antibidticos, neste estudo ela
apresentou-se menos sensivel ao 6leo essencial de Melaleuca em relagédo as outras
bactérias testadas. No pré dipping deve-se ter uma redugéo da carga microbiana de
forma imediata, ja o pos dipping desempenha um papel importante na prevencgao da
colonizagdo bacteriana pos-ordenha a solugdo age como uma barreira protetora
visando proteger os tetos pois a abertura dos ductos podem facilitar a entrada de

microrganismos.

6.4 Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragdao bactericida minima
(CBM)

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) ¢é definida como a menor
concentragcao do antimicrobiano capaz de inibir o crescimento de um microrganismo.
Essa determinacéo foi conduzida pelo método de microdiluicido em caldo utilizando
placas contendo 96 pocos, conforme descrito pelo National Committee for Clinical
and Laboratory Standards (M7-A6) (2003).

Essa metodologia foi desenvolvida por Eloff em 1998, sua sensibilidade e
quantidade minima de reagentes possibilita um maior numero de réplicas,
aumentando a confiabilidade dos resultados (OSTROSKY et al., 2008).

Assumiu-se como CIM a menor concentragdo do 6leo essencial que foi
bacteriostatico, ou seja, impediu o crescimento visivel das bactérias, indicado pela

mudanga da coloragao azul para rosa conforme representado na Fotografia 5.

Fotografia 5 - Interpretagao de resultados da pesquisa da concentragdo minima inibitéria

Tk I

1 - Microplacas com adig¢éo de resazurina 0,01%
2- Resultado da pesquisa, onde os pogos de coloragdo azul representam inibi¢do bacteriana e cor
rosa representa presenca de atividade bacteriana.

Fonte: Autoria préopria (2023)
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Os resultados dessa pesquisa apontaram que as bactérias isoladas no campo
demonstraram maior sensibilidade ao 6leo de Melaleuca em comparagdo com as

linhagens de referéncia (ATCC), conforme apontam os resultados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados da concentragdao minima inibitéria (CIM) e concentragao bactericida

minima (CBM) do éleo essencial de melaleuca frente as bactérias

Espécie Bacteriana CIM (%) CBM (%)
Escherichia coli (isolado lab*) 0,1 0,5
Escherichia coli 0,1 0,5
Escherichia coli 0,1 0,5
Escherichia coli ATCC 25922 1 2
Enterococcus faecalis ATCC 0012 2 4
Staphylococcus sp. (isolado lab*) 0,1 0,5
Staphylococcus sp. 0,5 2
Staphylococcus sp. 0,2 0,5
Staphylococcus sp. 0,5 0,2
Staphylococcus sp. 0,2 0,5
Staphylococcus aureus ATCC 2016 2 4
Staphylococcus aureus (MRSA) 0,5 1
Staphylococcus aureus (isolado lab*) 0,2 0,5
Staphylococcus aureus 0,5 1
Staphylococcus aureus 0,5 0,5
Staphylococcus aureus 0,2 0,2
Cultura associada 0,2 0,5

*“isolados lab”; isolados proveniente de laboratério de patologia clinica, no qual apresentaram
resisténcia a antibioticos
Fonte: Autoria propria (2024)

Dos resultados obtidos para Escherichia coli a linhagem de referéncia ATCC
apresentou menor sensibilidade quando comparada a Escherichia coli que foi
isolada no campo. A linhagem de Enterococcus faecalis ATCC 0012 exibiu uma CIM
de 2%, destacando uma eficacia menos pronunciada do 6leo essencial, embora
ainda significativa. Os isolados do campo de Staphylococcus sp. mostraram CIM

variando de 0,1% a 0,5 % e CBM variando de 0,2% a 0,5%, indicando uma alta
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sensibilidade ao o6leo essencial. Em contraste, Staphylococcus aureus ATCC 2016
exibiu uma CIM de 2% e CBM de 4%, enquanto a linhagem de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) apresentou uma CIM de 0,5% e uma CBM de
1%, demonstrando eficacia do 6leo essencial contra cepas resistentes a antibidticos.
A cultura associada, representando o crescimento multiplo das bactérias
pesquisadas, apresentou uma CIM de 0,2% e CBM de 0,5%, confirmando a
capacidade do 6leo em inibir multiplas espécies bacterianas simultaneamente.

Na comparacdo dos resultados da Concentracdo Minima Inibitoria pelo
metodo da adicdo de resazurina com os resultados de absorbancia obtido pela
leitora de microplacas (Grafico 3) é possivel observar que em concentragbes mais
altas (4% a 0,5%), a absorbéancia € baixa, indicando uma alta eficacia do 6leo na
inibicdo do crescimento das bactérias testadas. Em concentragbes intermediarias
(0,25% a 0,13%), ha um aumento na absorbéancia, especialmente para S. aureus
(campo) e S. aureus (MRSA), sugerindo uma reducdo na eficacia do 6leo. As
bactérias E. coli (campo) e E. coli (ATCC) mostram menor aumento na absorbancia,

indicando maior sensibilidade ao 6leo de melaleuca.
Grafico 3 - Comparacao dos resultados da CIM pelo método de leitura visual com
resazurina x resultados absorbancia
Concentracio Minima Inibitéria x Absorbancia

.5 .! -
. | I
0.4 I |
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m E. coli {campo) 5. aureus (campo) sStaphylococous sp. (campa)
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Fonte: Autoria propria (2024)
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Esses resultados indicam a possibilidade de uma maior eficacia do 6leo
essencial de melaleuca contra as bactérias provenientes do ambiente natural,
sugerindo que ele pode ser particularmente eficaz contra linhagens bacterianas
presentes em condi¢des reais de exposi¢cao. A variagao dos resultados obtidos pode
ser atribuida a variagdes genéticas e adaptagdes ao ambiente.

Os resultados obtidos nessa pesquisa oferecem informagdes sobre a
efetividade da atividade antibacteriana do oleo de melaleuca em diferentes
contextos. A concentragdo mais baixa necessaria para inibir o crescimento das
linhagens isoladas do campo sugere que esse 6leo pode ser uma opgao promissora

no desenvolvimento de agentes antibacterianos naturais.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos através desse estudo, indicam que o 6leo essencial de
melaleuca possui potencial promissor como agente bactericida contra alguns dos
principais microrganismos causadores de mastite bovina. Porém ¢é importante
destacar que mais estudos precisam ser realizados para aprofundar nossa
compreensao sobre os mecanismos especificos pelos quais o 6leo essencial de
melaleuca atua contra essas bactérias e outras responsaveis por essa enfermidade.
Além disso, a pesquisa em condigdes de campo e em diferentes linhagens
bacterianas pode oferecer percepcdes sobre a amplitude do espectro antibacteriano

do dleo e sua eficacia em situagdes praticas.
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