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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficicia de um novo produto elaborado a base de dleo essencial de
alecrim pimenta sob a reducdo da contagem de microrganismos presentes na pele de tetos de vacas leiteiras. Para o
teste in vivo, avaliou-se a eficacia do novo produto sob a antissepsia de negativos para mastite clinica (192 tetos), em
comparacdo ao tratamento que continha produtos comerciais (192 tetos), durante um periodo de 42 dias. Os tetos
foram diariamente acompanhados clinicamente, havendo semanalmente avaliagdo da microbiota presente na pele dos
mesmos quanto a reducdo na contagem de Staphylococcus aureus, Estafilococos coagulase negativo (ECN),
Echerichia coli e aerébios mesofilos. Os dois produtos mantiveram a integridade dos tetos, sendo observado auséncia
de mastite clinica durante o periodo experimental. Nao observou-se diferenca significativa na ocorréncia de mastite
subclinica e de microrganismos nos tetos dos dois grupos em estudo pelo teste de Fisher em nivel de significancia de
5%. Ao comparar a reducio Log da contagem em UFC.mL™ dos microrganismos para o grupo tratado com produto
convencional e com produto experimental para aerébios mesofilos, E. coli, S. aureus e Estafilococos coagulase
negativa, obtidos com o processo de higienizacao dos tetos foi observada diferenga estatistica(p>0,05), na contagem
de microrganismos, evidenciando que ambos apresentaram efeito semelhante ao controle de microrganismos presentes
na pele dos tetos. Sendo assim, o novo produto contendo 6leo essencial de alecrim pimenta apresentou eficacia
semelhante ao produto convencional clorexidine e iodo para antissepsia dos tetos de vacas leiteiras sem promover
reacOes locais na pele, podendo este vir a ser utilizado como produto alternativo no manejo de ordenha.
Palavras-chave: Antisséptico; Alecrim pimenta; Mastite bovina; Pre-dipping.

Abstract

The present study aimed with the objective evaluate the effectiveness of a new product made with essential oil of
pepper rosemary under the reduction of the count of microorganisms present in the skin of teats of dairy cows. For the
in vivo test, the effectiveness of the new product under negative antisepsis for clinical mastitis (192 teats), was
evaluated in comparison with the treatment containing commercial products (192 teats), in a period of 42 days. The
teats were monitored clinically daily, with a weekly assessment of the microbiota present on their skin as to a
reduction in the count of Staphylococcus aureus, coagulase negative staphylococci (SNC), Echerichia coli and
mesophilic aerobes. Both products maintained the integrity of the teats, with the absence of clinical mastitis observed
during the experimental period. There was no significant difference in the occurrence of subclinical mastitis and
microorganisms on the teats of the two groups under study by Fisher’s test at a significance level of 5%. When
companing the log reduction of the count in UFC.mL™* of the microorganisms for the group treated with conventional
product and with experimental product for aerobic mesophiles, E. coli, S. aureus and coagulase negative
staphylococci, observed with the cleaning process of the teats, a Statistical difference was observed (p>0,05), in the
counting of microorganisms, showing that both effect similar to the control of microorganisms present in the skin of
the teats. Thus, the new product containing essential oil of pepper rosemary showed similar efficacy to the
convencional product chlorhexidine and iodine for antisepsis of dairy cow teats without promoting local reactions on
the skin, and can be used as an alternative product in the handling of milking.

Keywords: Antiseptic; Pepper rosemary; Bovine mastitis; Pre-immersion.

Resumen

El presente estidio tuvo como objetivo evaluar la efectividad de un nuevo producto a base de aceite esencial de
pimienta de romero en la reduccion del recuento de microorganismos presentes en la piel de los techos de las vacas
lecheras. Para la prueba in vivo se evalud la efectividade del nuevo producto bajo antissepsia negativa para mastitis
clinica (192 techos), en comparacion con el tratamiento que contenia productos comerciales (192 techos), se evaluo
durante un periodo de 42 dias. Los techos fueron monitoreados clinicamente diariamente, con una evaluacién semanal
de la microbiota presente en su piel para uma reduccién en el recuento de Staphylococcus aureus, estafilococcus
coagulasa negativos (ECN), Echerichia coli y aerobios meséfilos. Ambos productos mantuvieron la integridad de los
techos, con la ausencia de mastitis clinica observada durante el periodo experimental. No hubo diferencia significativa
en la ocurrencia de mastitis subclinica y microorganismos en los techos de los dos grupos en estidio mediante la
prueba de Fisher a um nivel de significancia del 5% . Al comparar la reduccion logaritmica del recuento en UFC.mL"*
de los microorganismos para el grupo tratado com producto experimental para mesofilos aerobios, E. coli, S. aureus y
estafilococos coagulasa negativos, obtenidos com el processo de limpieza de los techos, se observo diferencia
estadistica (p>0,05), en el conteo de microorganismos, demostrando que ambos tuvieron un efecto similiar al control
de microorganismos presente en la piel de los techos. Asi, el nuevo producto que contiene aceite esencial de pimineta
de romero mostré una eficasia similar al producto convencional clorexidine e iodo para antissepsia dos tetos de vacas
leiteiras sin promover reacciones locales en la piel, pudiendo ser utilizado como producto alternativo en el manejo del
ordefio.

Palabras clave: Antiséptico; Pimienta de romero; Mastitis bovina; Pre-inmersion.
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1. Introducéo

A implantacdo de programas de controle para a mastite bovina estéo relacionados com a reducédo dos fatores negativos
que essa enfermidade provoca na cadeia produtiva do leite, sendo eles, queda na producdo, menor rendimento dos produtos
lacteos, diminuicéo do tempo de prateleira, aumento dos custos com medicamentos, honorérios profissionais, descarte de leite
durante o periodo de tratamento e caréncia, perda de tetos, e descarte de animais (Barbosa, et al., 2020).

Os fatores negativos supracitados sdo decorrentes de falhas na higienizacdo dos tetos, o que por sua vez acarreta em
elevados indices de patégenos precursores de mastite bovina. Os principais patdgenos relacionados a mastite bovina séo,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, pois estes reduzem a qualidade do leite e de seus derivados. Estes microorganismos
podem estar presentes no Ubere dos animais ou relacionados com os fatores ambientais. A pele dos tetos de vacas pode
representar a fonte de populagdes bacterianas encontradas no leite cru bem como na taxa de mastite e de novas infeccdes
intramamaérias, (Baumberger, et al., 2016, Doyle, et al., 2016, Rueg, et al., 2017).

A maioria dos antissépticos utilizados nos tetos antes e apds ordenha sdo compostos por iodo, cloro clorexidine, &cido
lactico e amdnia quaternéria, sendo estes eficazes contra bactérias e leveduras, causadores de mastite (Fitzpatrick, et al., 2021).
Porém, o uso em excesso desses produtos pode causar resisténcia bacteriana aos componentes quimicos presentes nos mesmos,
em caso de uso rotineiro (Fitzpatrick, et al., 2016), bem como deixar residuos no leite e seus derivados (Ahvanooei, et al.,
2020), podendo comprometer a salde dos consumidores.

Como alternativa para reduzir esses efeitos negativos, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), autoriza por meio da Instrucdo Normativa N°64, de 18 de setembro de 2008, o uso de extratos vegetais para a
sanitizacdo de equipamentos e instalagdes, além de reconhecer o uso desses compostos naturais no tratamento e controle de
enfermidades de animais de producéo (Brasil, 2008).

Assim, a utilizacdo de produtos como o Gleo essencial, que possuem atividade antimicrobiana e antisséptica
comprovadas cientificamente frente a bactérias isoladas da glandula mamaria, se faz necessario. A utilizagdo do éleo essencial
de alecrim pimenta (Lippia origanoides HBK), que possui os compostos majoritarios timol e carvacrol, é um importante aliado
neste quesito, pois sua composi¢do supracitada confere a este 0 potencial antimicrobiano e antisséptico, promovendo neste
caso a reducao na taxa de novas infecgdes intramamarias em uso experimental (Marcelo, et al., 2020).

Diante disso, avaliou-se a eficacia de um novo produto elaborado a base de 6leo essencial de alecrim pimenta na

contagem de microrganismos presentes em tetos de vacas leiteiras.

2. Material e Métodos

O presente estudo foi desenvolvido de forma que as andlises fossem de natureza quali-quanti, pois conforme descrito
por Perreira et al., (2018), seus resultados apresentam dados numéricos que sdo complementados com os resultados

qualitativos.

Produto testado

O produto experimental contendo 120 pL/mL de 6leo essencial de Lippia origanoides (PEX), foi elaborado no
laboratério de farmacotécnica da Faculdade de Farméacia da UFMG, atendendo a todos os critérios recomendados pela
legislagdo brasileira (Brasil, 2012), relacionada aos produtos de uso veterinario, conforme apresentado por Marcelo, et al.,
(2020).

Para avaliar a qualidade do produto experimental, quanto a permanéncia dos compostos quimicos do dleo utilizado,
realizou-se andlise do headspace do produto adotando adaptacfes na metodologia realizada por Aguiar, et al., (2014). Os

frascos de headspace (20 mL), contendo o produto (1mL), foram transferidos para o amostrador automatico (HS combi-PAL),

3


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i4.13808

Research, Society and Development, v. 10, n. 4, 57410413808, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i4.13808

onde foram homogeneizados (500 rpm), incubados (75° C, 5 min), e os volateis extraidos por headspace estatico. O volume de
injecdo foi definido (1000 uL), e a seringa previamente aquecida (75°C). Para analise de identificagdo dos volateis foi utilizado
sistema Agilent Technologies (7890A), acoplado ao espectrometro de massas (MS 5975C), dotado de coluna capilar de silica
fundida DB-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), e hélio (fluxo 1 mL-min™), como gas de arraste. A programacdo da
temperatura foi de 60 °C a 240 °C, com um incremento de 3 °C-mint. O sistema foi operado no modo scan (monitoramento),
com impacto eletrdnico a 70 eV, em uma faixa de 45 a 550 (m/z).

Os dados gerados foram analisados utilizando o software MSD Chemstation juntamente com a biblioteca NIST, 2009
(National Institute of Standards and Technology). A abundancia relativa (%), dos ions totais referentes aos compostos foi
calculada a partir da area de pico do cromatograma (CG), e organizada de acordo com a ordem de eluigdo. A percentagem de
cada componente foi calculada a partir da média normalizada da area do cromatograma. A identificacdo dos compostos foi
realizada por comparagdo do espectro de massas com o da biblioteca NIST (2.0, 2009), e comparado com informacdes da
literatura (Adams, 2012).

Animais e manejo durante o experimento

Para 0 experimento in vivo, a utilizacdo de animais no presente estudo foi conduzida dentro de principios éticos e de
bem estar animal conforme Protocolo n°. 230 / 2014 aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais.

O experimento foi conduzido nas dependéncias da Fazenda Experimental do Instituto de Ciéncias Agréarias da UFMG,
na qual foram selecionadas dezesseis vacas da raca Holandés, multiparas, com producdo média de 7,34 + 1,52 kg/leite/dia,
distribuidas aleatoriamente em dois grupos experimentais compostos por oito vacas cada, de acordo com a data do parto,
totalizando assim 32 tetos funcionais, com dias em lactagdo (DEL) de 100 a 200 dias (média de DEL 130 dias). O manejo
diario com os animais e 0 manejo de ordenha (6:00 h e 14:00h) utilizados foram descritos anteriormente por Marcelo, et al.,
(2020). Para avaliacdo das possiveis rea¢des locais com uso do novo produto realizaram-se acompanhamento diério do escore
da integridade da pele e esfincter dos tetos, segundo Meins al. (2001) com adequagfes, sendo escore 1 (sem alteracdo no
esfincter e na pele, normal), escore 2 (leve alteracdo no esfincter e na pele e textura macia), escore 3 (alteragdes visiveis,
alteracdo de textura como aspero e sinais de irritagdo na pele) a escore 4 (alteracBes graves no esfincter, possivel reversao e
lesdes visiveis na pele como rachadura, descamagao, vermelhid&o).

ApOls estes procedimentos os produtos foram aplicados por imersdo utilizando frasco aplicador apropriado e
permaneceram em contato com os tetos por 30 segundos, seguido de secagem com papel toalha apds o pré-dipping.
Assegurou-se que cada produto fosse utilizado em um mesmo frasco aplicador e que estava abastecido com a quantidade

suficiente dos produtos e em condigdes higiénicas e de uso adequadas durante todo periodo do estudo.

Protocolos experimentais

Os grupos experimentais foram identificados como PEX, grupo que recebeu tratamento experimental e CNV, grupo
que recebeu tratamento convencional. Nas vacas de cada grupo, os protocolos foram aplicados em dois tetos na posicéo
diagonal estabelecidos aleatoriamente no primeiro dia do experimento e mantido durante todo periodo experimental, resultando
em 192 tetos avaliados ao final de seis semanas, para cada tratamento (Amaral, et al., 2004). Os animais foram identificados
com pulseiras nas patas para assegurar o tratamento adequado.

O tempo de ordenha e o funcionamento do equipamento de ordenha foram acompanhados criteriosamente. No grupo
PEX, a higienizacao dos tetos pré e pds ordenha foram realizadas com o produto experimental. No grupo CNV, a higienizacao

pré ordenha foi realizada com clorexidine 1% (Hexiderm®, Brasil), e pos ordenha com iodine 2500 p.p.m. (ULTRADIP
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2500®, Brasil). Os produtos foram aplicados por imerséo utilizando frasco aplicador apropriado e permaneceram em contato
com os tetos por 30 segundos, seguido de secagem com papel toalha ap6s o pré-dipping. Assegurou-se que cada produto fosse
utilizado em um mesmo frasco aplicador, abastecidos com a quantidade suficiente e em condic¢8es higiénicas de uso adequadas
durante todo periodo do estudo. Os mesmos ordenhadores foram mantidos durante todo o periodo experimental e as vacas
eram monitoradas e mantidas em pé com o fornecimento de alimento por 30 min apés ordenha, visando o fechamento total do
esfincter do teto e, consequentemente, minimizar a contaminacédo por patdégenos.

No inicio do periodo experimental (Dia zero), e a cada sete dias, realizaram-se coletas de amostras para
acompanhamento de contaminantes na pele dos tetos, adotando-se a técnica de swabs de arraste realizado na regido lateral do
terco médio do teto em uma area guia estéril de £0,5 cm?, em movimentos circulares, antes e apds cada tratamento (Braem, et
al., 2013). Os swabs foram condicionados em tubos contendo 10 ml de agua peptonada 0,1% estéril e encaminhados para o
Centro de Pesquisas em Ciéncias Agrarias ICA/JUFMG para contagem de Aerdbios mesofilos, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e estafilococos coagulase negativa (Nickerson, et al.,2012). As analises microbioldgicas foram realizadas em
duplicada e adotaram-se procedimentos recomendados por Apha (2001), com contagem de UFC por cm?.

A confirmacdo da espécie para os isolados identificados por técnicas microbioldgicas como Staphylococcus aureus foi
realizada por PCR através do rastreamento do gene femA e apresentado em publicacdo prévia de Oliveira et al., (2016). Para
isto, os isolados de S. aureus criopreservados foram reativados através da semeadura em meio BHI (Laborclin®) e suas
coldnias isoladas em meio Agar BHI (Laborclin®). Coldnias isoladas das placas foram submetidas a extracdo de DNA com o
kit KAPAEXxtract® conforme recomendacdes do fabricante. A presenca do gene femA foi verificada pela reacdo em cadeia da
polimerase com 0S primers fem-A1l S’AAAAAAGCACATAACAAGCGY’ e fem-A2 5
GATAAAGAAGAAACCAGCAG3’gerando um amplicon de 132 pb (Dias, 2009), sintetizados pela Integrated DNA
Technology, USA. As reagbes foram realizadas em um mix contendo 1x Tampdo da Taq do kit Kappa PCR, MgCl»(2,5mM),
deoxinucleotideos (1uM), Taq PolimeraseKappa (0,5U), 1,25uM de cada primer e 1 ul (50ng/ul) de DNA bacteriano em um
volume final de reacdo de 50 pl. As condicBes de amplificacdo foram: um ciclo inicial de desnaturacdo a 94° C durante 5
minutos seguidos de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 © C por 30 segundos, temperatura de anelamento a 57°C por 30 segundos,
extensdo a 72°C por 45 segundos e uma extensdo final de 10 minutos.

Andlises estatisticas

A frequéncia de microrganismos isolados na pele dos tetos apds cada tratamento foi avaliada pelo teste ndo
parameétrico Fisher (p<0,05).

Comparou-se o efeito de cada tratamento na reducdo da microbiota na superficie da pele dos tetos, realizando-se as
contagens de microrganismos obtidas por UFC.mL" antes e apds cada tratamento. Para padronizagdo dos dados, as contagens
foram transformadas na escala logaritmica na base 10, pela formula Log (x+1), (Damer, et al., 2015), apo6s, verificou-se a
reducdo logaritmica e comparou-se os tratamentos pelo teste T pareado (p<0,05). A reducdo de Log de cada microrganismo
identificado em cada produto foi verificada pelo teste T pareado (p<0,05), e a avaliacdo da capacidade antisséptica foi feita
através da analise do teste Tukey (p<0,05). Também foram avaliados os parametros de higienizacdo de tetos de escore de
sujidade, integridade dos tetos e teste de CMT verificando possivel interferéncia no uso do produto experimental e produto
convencional pelo teste Tukey (p<0,05).

Realizou-se andlise de correlacdo de Pearson para verificar a associagdo dos microrganismos isolados dos tetos pelos
valores de Log.UFC.mL* obtidos nos tratamentos com os pardmetros de escore de sujidade, integridade dos tetos, CMT e CT,
utilizando o Software SAS 9.4 (Statistical Analysis System, 2013). As analises estatistica foram realizadas utilizandoPROC
FREQ do Software SAS 9.4 (Statistical Analysis System, 2013).
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3. Resultados e Discussao
A presenca do 6leo essencial no produto formulado foi comprovada através da analise do headspace estatico (Tabela
1). Os principais componentes do 6leo essencial de alecrim pimenta se mantiveram no produto elaborado apds o processo de

formulagdo sem alteracdo na composicédo quimica.

Tabela 1. Principais compostos volateis (%), coletados via headspace estatico (HS), e analisados por CG-EM do produto

antisséptico e do controle.

N° Composto TR(min) IRLit lons caracteristicos (m/z)

1 a-Pineno 135 932 136(M* 11), 121(13), 93(100), 91(50), 79(22)

2 Canfeno 14.5 946 136(M*18), 121(75), 107(30), 93(100), 91(35)
3 B-Pineno 16.1 974 136(M*10), 121(14), 93(100), 91(28), 79(23)
4 B-Mirceno 17.5 088 136(M* 4), 93(100), 91(22), 69(66), 67(11)

5 a-Terpineno 19.0 1054 136(M*52), 121(91), 105(19), 93(100), 91(53), 77(35)
6 m-Cimeno 20.7 1082 134(M*34), 120(12), 119(100), 117(16), 91(28)
7 Timil metil eter 322 1232 164(M* 30), 149(100), 119(14), 91(19), 77(7)
8 Timol 345 1286 150(M*30), 136(10), 135(100), 115(14), 91(16)
9 Cravacrol 34.9 1298 150(M* 35), 136(10), 135(100), 107(10), 91(17)
10 Cariofileno 392 1418 204(M* 10), 189(24). 133(100), 120(45), 119(42)

TR(min): tempo de retencdo. IRiy: indice de retencéo literatura segundo Van der Dool and Kratz (Adams, 2012). (m/z): fons caracteristicos
de cada composto. Fonte: Autores.

O produto experimental utilizado ndo promoveu nenhuma lesdo na pele dos tetos ou qualquer outra reacdo que
indicasse possivel toxicidade ou irritabilidade em nenhum dos tratamentos, atendendo as recomendagdes de que produtos que
possam ser utilizados como desinfetantes de tetos devem ser ndo irritantes e ndo sensibilizantes para a pele dos tetos, assim
como dos tratadores (Brasil, 2009; Nickerson, 2001). A condicdo da pele do teto é importante e pode ser considerada um
aspecto vital da desinfeccdo do mesmo, sendo esta uma importante aliada nos estudos de eficAcia em produtos para
higienizaco (Fitzpatrick, et al., 2021).

A busca por produtos naturais que sejam menos irritantes para a pele dos tetos e dos ordenhadores tem sido estudado
em todo o mundo. A irritabilidade na pele dos tetos decorrentes de uso de produtos quimicos irritantes € uma reacdo
indesejavel, pois além do desconforto, interfere na integridade da pele, promovendo ressecamentos, rachaduras e outras lesdes
(Nickerson, 2001), predispondo a possiveis focos de infeccBes que poderdo consequentemente afetar o canal do teto e a
glandula mamaria (Bhutto, et al., 2010; Reyher, et al., 2012; Zoche-Golob, et al., 2015).

No decorrer do trabalho, ndo foi observada a ocorréncia de mastite clinica em nenhum dos tetos em estudo nos dois
grupos. Quanto a reacdo ao teste CMT, observou-se variacdo ao longo do periodo de seis semanas, porém estas ndo foram
significativas nos dois grupos estudados. Um fator de exclusdo para organizagdo dos grupos experimentais era a presenca de
mastite clinica e de acordo com os resultados, os produtos utilizados, associados as praticas adequadas de manejo foram
eficientes para evitar a ocorréncia de infecgdes intramamarias com apresentacdo de doenga clinica, assim como mantiveram
inalteradas estatisticamente os niveis de mastite subclinica no decorrer do tratamento (Tabela 2). Estes resultados sao
indicativos de que o novo produto atuou de maneira efetiva semelhante ao produto convencional, atendendo ao que se espera

da utilizacdo de protocolos corretos na higiene de ordenha.
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Tabela 2. Parametros de higienizacédo dos tetos de vacas Holandesa submetidas a dois produtos antissépticos.

Dados Novo produto Convencional
Escorre de sujidade
1,43234 1,4792A
Integridade do teto
gl 1,12504 1,12504
California Mastist Test
1,2240 1,2760%

Meédias acompanhadas por letras maitsculas ndo diferem entre si na linha pelo teste Tukey no nivel de 5% de significancia. Fonte: Autores.

A higienizac&o correta dos tetos realizada no periodo experimental contribuiu com a auséncia de ocorréncia de mastite
clinica e subclinica. O mesmo foi observado em estudo realizado por Marcelo, et al. (2020). Pesquisas realizadas em diferentes
sistemas de producdo (Morton, et al., 2014), também apresentaram resultados semelhantes, bem como na reducdo de
ocorréncia de novas infeccdes intramamarias em condi¢des de campo (Ceballos-Marquez, et al.,2013; Quirk, et al., 2012).

Nas condicOes deste estudo o escore de sujidade dos tetos manteve-se constante ao longo do experimento (Tabela 2),
indicando que estes pardmetros ndo interferiram na atividade dos produtos, uma vez que a presenca de matéria orgénica nos
tetos e Ubere é fator de risco para ocorréncia de infec¢Ges intramamarias (Zoche-Golob, et al., 2015; Sandruci, et al., 2014), o
que poderia ter interferido com os resultados obtidos neste trabalho. Além da qualidade dos produtos desinfetantes utilizados
nos procedimentos de ordenha, a presenca excessiva de matéria orgénica nos tetos é um fator que pode interferir na efetividade
da escolha de um determinado desinfetante para tetos, havendo neste caso a necessidade de levar em consideracdo a presenca
de bactérias no ambiente dos rebanhos leiteiros (Fitzpatrick, et al., 2021).

No presente estudo, identificou-se os microrganismos S. aureus, E. coli e o grupo Estafilococcos coagulase negativa
(SCN), na pele dos tetos dos animais avaliados, ndo sendo observado diferenca significativa na ocorréncia entre 0s grupos
tratados (Tabela 3).Todos os isolados presuntivamente identificados como S. aureus (6/6), testaram positivos para a presenca
do gene femA, sendo considerados, portanto, S. aureus e foram apresentados em publicacdo prévia (Oliveira, et al., 2016), e
referem-se as cepas identificadas como CT1E, CT13A, CT11B, CT11C, CT11D e CT11A.

Tabela 3. Microrganismos isolados da pele do teto de vacas leiteiras submetidos a diferentes tratamentos de higienizag&o.

NUmero de tetos positivos

Microrganismos Convencional Novo Produto Valor de P
Estafilococos coagulase negativa. 21 26 0,3705
Staphylococcus aureus 4 2 0,3186
Escherichia coli 15 8 0,1085

Microrganismos isolados dos produtos néo diferem entre si na linha pelo teste. Fonte: Autores.

Dentre os microrganismos que apresentaram resisténcia ao produto e ao 6leo de alecrim pimenta aqui testados, o
Staphylococcus aureus é considerado de grande importancia devido a sua prevaléncia mundial como patégeno causador de
infeccdes em glandulas mamarias. A identificacdo de S. aureus, foi observada em 2,08% (n= 4/ 192), isolados dos tetos
tratados com o produto convencional e 1,04% (n=2/ 192), com o novo produto, assim torna-se importante avaliar a eficacia do
produto teste sobre este agente na pele dos tetos, ainda que pesquisas sobre o papel da pele do teto como uma fonte de S.
aureus em infec¢Bes intramamarias sejam conflitantes e o envolvimento da pele do teto na epidemiologia deste agente é

estudada (Mahmmod, et al., 2018; Svennesen, et al., 2018), evidenciando possiveis focos de infec¢cdo externas a glandula
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mamaria. Resultados de pesquisas indicam que tetos com pele colonizada por S. aureus apresentam 4,5 vezes mais riscos de
infecgdes intramamarias do que teto isentos de colonizacao (Costa, et al., 2014).

A frequéncia de tetos positivos para estes microrganismos ao longo do periodo de tratamento também ndo diferiu
estatisticamente entre os grupos analisados pelo teste Fisher em nivel de significancia de 5%. Os dados obtidos quanto a
microbiota identificada na pele dos tetos (Tabela 3), esta de acordo com a descricdo na literatura em diferentes sistemas de
producdo (Baumberger, et al., 2016; Doyle, et al., 2016; Fitzpatrick, et al.; 2016; Rueg, et al., 2017; Fitzpatrick, et al., 2021).

Estafilococos coagulase negativo foi o grupo identificado em maior frequéncia tanto nos submetidos ao tratamento
com novo produto (13,54%), quanto ao tratamento com produtos convencionais (10,94%), semelhante a outros estudos
(Mahmmod, et al., 2018; Svennesen, et al., 2018).

A diversidade microbiana na pele dos tetos, incluindo patdgenos ambientais como E. coli, foram identificados neste
estudo (Tabela. 3), como agentes microbianos com potencial patogénico além da possibilidade de veiculagdo para leite e,
consequentemente, interferir com a qualidade dos produtos lacteos. Estas associa¢@es reforcam a necessidade de avaliagdo de
atividades dos produtos utilizados na higienizagéo dos tetos também frente a este grupo de microrganismos. Um fator que pode
ter contribuido para a baixa frequéncia de E. coli, 7,81% (n=15/ 192), isolados da pele dos tetos tratados com o produto
convencional e 4,17% (n=8/192), com o novo produto observada neste trabalho foram os dados obtidos com escore de
sujidades dos tetos (Tabela2), que foram baixos no decorrer do experimento nos dois grupos estudados.

Demais microrganismos que poderiam estar presentes na microbiota da pele dos tetos ndo foram avaliados, conforme
metodologia definida para este trabalho e recomendada por Nickerson, et al., (2004), como indicadores para identificacdo em
testes de eficicia de produtos para uso na higienizacdo dos tetos.

Ao avaliar a carga microbiana em Log da contagem em UFC.mLpara os diferentes microrganismos isolados (Tabela
4), observa-se que houve reducgdo significativa na contagem destes microrganismos para aerébios meséfilos (p< 0,001), E. coli
(p<0,05), e Estafilococos coagulase negativa (p<0,001), presente nos tetos antes e apds 0s tratamentos tanto para os tetos
higienizados com novo produto, quanto pelo produto convencional.

A reducdo de S. aureus ndo foi significativa no grupo submetido ao tratamento com novo produto, e nos tetos

componentes do grupo tratado com produto convencional a contagem se manteve constante em 1,12 UFC.mL ™,

Tabela 4. Médias em Log.UFC.mL™ dos swabs da pele dos tetos antes e depois a higienizagdo com o produto convencional e

do produto antisséptico contendo dleo essencial de alecrim pimenta.

Microrganismos Produtos Antes Depois Reducéo de Log
Convencional 7,472 517" 2,30
Mesofilos Novo produto 7,512 5,74b 1,77
Convencional 1,662 1,38° 0,28
Escherichia coli Novo produto 1,392 1,21° 0,18
Convencional 2,12 1,50 0,60
SCN Novo produto 2,22 1,6° 0,60
Convencional 1,12 1,12 0,00
S. aureus Novo produto 1,13 1,062 0,07

Médias de Log.UFC.mL* antes e depois acompanhadas por letras mintsculas diferentes diferem entre si (p<0,05),
letras minusculas iguais ndo diferem entre si (p<0,05), na linha para o teste T pareado. Fonte: Autores.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i4.13808
javascript:;
javascript:;

Research, Society and Development, v. 10, n. 4, 57410413808, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i4.13808

A variacdo nos valores de reducdo de contagem de microrganismos usando a metodologia de avaliagdo aqui adotada
também foi descrita por outros autores com a utilizacdo de produtos comerciais, variando entre produtos e entre 0s
microorganismos identificados (Enger, et al., 2015, Guarin, et al., 2016, Fitzpatrick, et al., 2021). Tal variacdo pode ser
decorrente de contaminacao bacteriana natural da superficie da pele do teto relacionado a fatores ambientais, limitacfes do
método de coleta com esfregacos e também tempo de contato do produto (Fitzpatrick, et al., 2021). O tempo de 30 segundos
utilizado neste trabalho também foi citado por outros autores.

Em relacdo a eficacia de diferentes compostos quimicos sobre Staphylococcus sp e coliformes, os resultados sdo
variaveis com a classe de agentes quimicos. Fitzpatrick, et al., (2021), observaram pequenas diferencas entre niveis de redugédo
de Staphylococcus sp e coliformes no quesito relagdo entre eficacia e concentracdo de ingrediente ativo entre 96produtos
comerciais agrupados em 9 grupos quimicos.

Os resultados aqui obtidos sdo importantes ao considerar que o efeito foi semelhante ao de produtos convencionais,
considerando que esses apresentam alguns inconvenientes na sua utilizacdo, como indugdo de resisténcia aos biocidas
(Fitzpatrick,et al., 2016 ), e a presenca de residuos no leite, sendo veiculados para bezerros (Van der Reijden, et al., 2018),e
para humanos (Ahvanooei, et al., 2021; Ahvanooei, et al., 2020; Coneyworth, et al., 2020; Van der Reijden, et al., 2019),
conforme pesquisas que relatam presenca de iodo.

Em 2014, National Mastitis Council (NMC) Research Committee publicou uma sumarizacdo de literaturas que
avaliaram a eficacia de produtos convencionais utilizados na higienizacao de tetos, tais como produtos com cloro e iodo, entre
outras, em diferentes formulagdes. Os resultados de eficcia sdo varidveis entre produtos e microrganismos testados, inclusive
semelhanca de resultados entre produtos comerciais, conforme obtido neste trabalho. No entanto, nenhum dos 51 trabalhos
citados foi avaliado a eficacia de produtos elaborados com 6leos essenciais (NMC, 2014).

Pesquisas recentes com “produtos naturais” desenvolvidos para higienizacdo de tetos apresentaram resultados
compativeis com os aqui obtidos ao se comparar o uso de bacteriocinas (Klostermann, et al., 2010), probiéticos (Yu, et al.,
2017; Alawneh, et al., 2020), do extrato hidroalcodlico de T. minuta (Schiavon, et al., 2011), e de agua ozonizada (Cavalcante,
et al., 2013), quando comparado com uso de &gua, produto contendo iodo e produto contendo clorexidine, respectivamente.

Ao avaliar a associacdo dos microorganismos isolados dos tetos apds serem submetidos aos dois tratamentos a
avaliacdo clinica dos tetos (Tabela 5), pode-se observar que apenas S. aureus apresentou correlacdo positiva e significativa
com o escore sujidade, mostrando que falhas no manejo de higienizagdo dos tetos pode ter favorecido a presencga deste
microrganismo ainda que em baixas contagens. A integridade da pele e do esfincter ndo apresentou associagdo com 0s
microrganismos em estudos, resultados diferentes aos obtidos por outros autores (Bhutto, et al., 2010; Paduch, et al., 2012).
Observou-se correlacdo positiva e significativa entre o isolamento de E. coli em tetos com CMT positivos que compunham o
grupo tratado com produto convencional. Para os tetos tratados com o novo produto, observou-se esta mesma associagdo entre
CMT e presenca de SCN (Tabela 5).
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Tabela 5. Correlacdo de Pearson dos parametros observados clinicamente e microbiota de tetos submetidos ao tratamento com

produto contendo 6leo essencial e convencional.

Escore de sujidade  Escore integridade Escore de CMT

dos tetos dos tetos
Microrganismos Produto r P R P r P
Mesofilos Convencional -0,014 0,851 -0,050 0,494 0,058 0,429
Experimental -0,060 0,408 0,018 0,807 0,008 0,917
Escherichia coli Convencional -0,0164 0,8215 -0,041 0,5721 0,1893 0,0086
Experimental 0,0128 0,8599 -0,0499 0,4921 0,0414 0,5686
S. aureus Convencional - - - - - -
Experimental 0,0207 0,7757 -0,0323 0,6569 0,0525  0,4699
SCN Convencional -0,0123 0,8656  0,0517 0,476 0,088 0,2247
Experimental 0,0044 09512 -0,0774 0,2862 0,1866  0,0095

Valor r = da correlagdo; p= probabilidade obtida no nivel de 5% de significancia.
CMT= California Mastit Test; SCN= Estafilococcus coagulase negativa. Fonte: Autores.

E importante destacar que E. coli e a maioria dos microrganismos classificados como SCN sio considerados
oportunistas, mas que também estdo associados com a ocorréncia de mastite subclinica nos rebanhos além de apresentarem
outros fatores de toxicidade associados com a qualidade do leite e produtos derivados (Piessens, et al., 2012; Reyher, et al.,
2012; Verdier-Metz, et al., 2012; Morton, et al., 2014). Por isso a préatica de higienizacdo dos tetos antes e apds a ordenha

reduz a ocorréncia de mastite, controlando a disseminacdo dos microrganismos entre os tetos em produgéo.

4. Consideracdes Finais

O novo produto contendo dleo essencial de alecrim pimenta apresentou eficacia semelhante ao produto convencional
clorexidine e iodo para antissepsia dos tetos de vacas leiteiras sem promover reagdes locais na pele e este podera vir a ser
utilizado como produto alternativo no manejo de ordenha.

Trabalhos futuros envolvendo a aplicagdo do produto durante 0 manejo diario da fazenda, com desafios, em condi¢des
ndo controladas, além de avaliacGes envolvendo a viabilidade econdmica ao substituir o produto convencional pelo produto a

base de 6leo essencial, devem ser conduzidas para sua disponibilizagio no mercado.
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