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RESUMO
Oyarzabal, Marta Elaine Bastos. Aplicacio do d6leo essencial de orégano (Origanum

Vulgare) no tratamento da mastite bovina e presenca de fungos no leite bovino in natura

Orientador: Joao Roberto Braga de Mello
Co-orientador: Luiz Filipe Damé Schuch

O estudo objetivou identificar a presenca de fungos no leite mastitico; avaliar a agdo in vitro
do oleo essencial de O. vulgare frente a microrganismos isolados de leite; estudar a toxicidade
deste Oleo e realizar ensaio clinico de preparado fitoterapico a base de oleo essencial de
orégano a 3% em vacas com mastite. O levantamento flingico foi realizado em 1499 amostras
de leite de quartos mamarios reagentes ao California Mastitis Test (CMT). A extragdo do
orégano foi realizada por hidrodestilagio e¢ o Oleo essencial foi analisado por cromatografia
gasosa. Os testes in vitro seguiram as normas do documento CLSI M7-A6 (2005) e CLSI-
M27A3 (2008) adaptadas a fitofarmaco. A avaliagdo da Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) foi realizada frente a 71 bactérias isoladas de leite, dos géneros Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp. e Corynebacterium sp. e trés cepas padroes. Para determinar a
Concentracdo Inbitoria Miima (CIM) e Concentragio Fungicida Minima (CFM) foram
realizados testes frente a 35 leveduras, sendo um Trichosporon asahii, Cryptococcus laurentii
e Kodamaea ohmeri e 32 do género Candida spp. Foi realizada analise histologica de uberes
de duas vacas tratadas com produto fitoterapico e como controle gentamicina a 1,35% para
avaliacdo da toxicidade e testes de irritagdo dérmica e de mucosa ocular em coelhos de acordo
com OECD 404 e OECD 405, respectivamente. Seis coelhos foram testados com veiculo
utilizado na formulagdo fitoterapica e seis com veiculo acrescido de 3% de oleo de orégano.
Essa formulagdo fitoterapica foi testada em 15 quartos mamarios que apresentaram reacao ao
CMT. O grupo controle foi tratado com gentamicina a 1,35%, constituido de 14 quartos
mamarios com avaliagdo de CMT, Contagem de Células Somaticas (CCS) e cura
microbiologica através de isolamento bacteriano. Foram isolados fingos em 116 (7,74%)
amostras de leite com total de 121 fungos isolados. Destes, 94 eram leveduras e 27 fungos
filamentosos. Dentre as leveduras, a maioria foi do género Candida spp. (64). O oOleo
essencial de orégano apresentou como principais constituintes o-terpineno, 4-terpineol e
timol. A CBM média variou de 0,23% a 2% frente a cepas isoladas de leite e de 3,17% e
0,35% frente aos padrdes S. aureus e Escherichia coli e ndo apresentou efeito para
Pseudomonas aeruginosas. Todas as amostras de leveduras foram sensiveis ao Oleo de
orégano nas concentracdes testadas, onde a CIM e a CFM variaram de 0,0625% a 1%. As
alteragdes encontradas na histologia dos Uberes foram compativeis com mastite. Nos testes de
rritagdo dérmica e ocular em coelhos, houve reversao das lesdes em no maximo 72h. Nao
houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos de tratamento com relagio ao CMT e
CCS nos dias 7, 14 e 21 ap6s tratamento. Entretanto, houve diferenca estatistica para a cura
microbiologica em todos os dias analisados (p<0,05), em favor do grupo controle. Pode-se
concluir que os fungos estdo presentes no leite mastitico, que o 6leo essencial de orégano
testado apresentou atividade antibacteriana e antifingica em testes in vitro € ndo produziu
efeito toxicoldogico persistente, porém ndo foi eficiente no tratamento da mastite subclinica.
Palavras-chave: leite, mastite, Origanum vulgare, fungos



ABSTRACT

Oyarzabal, Marta Elaine Bastos. Application of the essential oil of oregano (Origanum
vulgare) in the treatment of bovine mastitis and fungi in fresh cow milk

Advisor: Joao Roberto Braga de Mello

Co-advisor: Luiz Filipe Damé Schuch

The study aimed to identify the presence of fungi in mastitic mik and to evaluate the in vitro
action of essential oil of O. vulgare against microorganisms isolated from mik and to study
the toxicity of the oil and perform clinical trial of prepared herbal of essential oil of oregano
to 3% in cows with mastitis. The survey was conducted in 1499 samples from milk reacting to
the California Mastitis Test (CMT). The extraction of oregano was performed by
hydrodistillation and the essential oil was analyzed by gas chromatography. In vitro tests
followed the CLSI document M7-A6 (2005) and CLSI-M27A3 (2008) adapted for
fitoterapic. The evaluation of the mmimum bactericidal concentration (MBC) was carried out
against 71 bacteria isolated from milk of the genera Staphylococcus sp., Streptococcus sp. and
Corynebacterium sp. and three strains standards. To determme the mmimum mhibitory
concentration (MIC) and minimal fungicidal concentration (MFC) tests were performed
against 35 yeasts, and one Trichosporon asahii, Cryptococcus laurentii and Kodamaea
ohmeri and 32 of Candida spp. We performed histological analysis of two udders of cows
treated with herbal medicine and control to gentamicin 1,35%, toxicity evaluation and tests of
dermal irritation and ocular mucosa in rabbits according to OECD 404 and OECD 405,
respectively. Six rabbits were tested with vehicle used in herbal formulation and six with
vehicle plus 3% oil of oregano. This herbal formulation was tested n 15 mammary quarters
that had reactions to CMT. The control group was treated with gentamicin at 1.35%,
consisting of 14 quarters with breast assessment of CMT, Somatic Cell Count (SCC) and
microbiological cure by bacterial isolation. Fungi were isolated in 116 (7.74%) mik samples
with total of 121 fungal isolates. Of these, 94 were yeasts and 27 filamentous fungi. Among
the yeasts, the majority was of the genus Candida spp.(64). The essential oil of oregano
presented as main constituent o-terpinene, 4-terpineol and thymol. CBM average ranged from
0.23% to 2% to strains isolated from milk and 3.17% and 0.35% to the standards S. aureus
and Escherichia coli and showed no effect for Pseudomonas aeruginosa. All yeast strains
were sensitive to oil of oregano in concentrations, where the MIC and MFC ranged from
0.0625% to 1%. The changes found i the histology were compatible udders with mastitis. In
tests of skin and eye iritation in rabbits, there was reversal of the lesions in up to 72
hours. There was no significant difference (p> 0.05) between treatment groups with respect to
the CMT and SCC on days 7, 14 and 21 afer treatment. However, there was statistical
difference for the microbiological cure in all days analyzed (p <0.05) better for the control
group. It can be concluded that the fungi are present in mastitic mik, the essential oil of
oregano tested showed antibacterial and antifingal activity in vitro tests and produced no
persistent toxic effects, but was not effective in the treatment of subclinical mastitis.
Keywords: milk, mastitis, Origanum vulgare, fungi
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INTRODUCAO

Mastite bovina

Mastite ¢ compreendida como a reagdo mflamatéria da glandula mamaria
causada por agentes de natureza infecciosa, tdxica ou traumatica. Ela se caracteriza pela
alteragdo fisica, quimica ¢ em grande parte dos casos, microbiologica do leite, e por
alteracdes patologicas na glandula mamaria, tipica de uma resposta inflamatéria
(SCHALM et al, 1971). E a enfermidade mais prevalente dos bovinos leiteiros. As
perdas econdmicas mundiais estdo estimadas em trinta e cinco bilhdes de dodlares por
ano (WELLENBERG et al, 2002). Entre os componentes deste custo estdo o
tratamento, descarte do leite alterado, reducdo na producdo, mortes, perda definitiva de
producdo, descarte precoce de animais, custo do trabalho do agricultor e do veterinario,
além das consequéncias econOmicas para a industria pelo ingresso de leite de qualidade
alterada (DEGRAVES & FETROW, 1993; HILLERTON & BERRY, 2005).

A mastite pode ser classificada em clinica e subclinica. A mastite clinica
apresenta sinais evidentes, como edema, aumento de temperatura, endurecimento, dor
na glindula mamaria, grumos, pus ou qualquer alteragdo das caracteristicas do leite. O
diagnoéstico € realizado pelo uso da caneca de fundo preto ou telada, onde visualizam-se
as alteracdes macroscopicas do leite (FONSECA & SANTOS, 2000;RIBEIRO et al,
2003). A forma subclinica se caracteriza por alteragdes na composicdo do leite, porém
ndo evidentes, entre as principais alteragdes destaca-se o aumento da contagem de
células somaticas (CCS), o aumento dos teores de cloreto de sodio (CINat), proteinas
séricas e dimmuicdo do percentual de caseina, gordura, solido total e lactose do leite
(TOZZETTI et al 2008). O diagnostico mais utilizado para mastite subclinica ¢ o
California Mastitis Test (CMT), de acordo com a mtensidade da reacdo classifica-se
em: negativa (0), reacdo leve (+), moderada (++) e intensa (+++). O teste CMT ¢ um
mndicador indireto da CCS no leite, sendo estas compostas, basicamente, pelas células de
descamacdo do epitélio secretor e leucdcitos de origem do sangue, que se apresentam
com elevadas concentragdes nos casos de mastite (FONSECA & SANTOS, 2000;
RIBEIRO et al. 2003).

De uma forma geral, a mastite bovina possui carater infeccioso, comumente
determmada por bactérias e também por fungos, algas ou clamidias. Esses patogenos
alcancam a glandula mamaria via ducto do teto e migram até o parénquima da glandula
mamaria causando inflamagdo (SCHALM, 1971). Dentre as bactérias, as mais

frequentes sdo pertencentes aos géneros  Staphylococcus,  Streptococcus €
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Corynebacterium. Em casos esporadicos de microrganismos de origem ambiental, se
destacam os fungos leveduriformes, principalmente do género Candida e os fungos
filamentosos (CHENGAPPA et al, 1984; LADEIRA, 1998).

Os principais agentes bacterianos encontrados associados a mastite bovina sio
Staphylococcus — aureus, Staphylococcus sp coagulase negativos, Streptococcus
agalactiae, S. dysgalactiae, Streptococcus sp. de origem fecal, Corynebacterium bovis,
enterobactérias e outras bactérias Gram negativas (SCHALM, 1971). A produgdo da
enzima coagulase ¢ utilizada para dividir os Staphylococcus em dois grupos: Coagulase
positivo formado pelo S. aureus, S. intermedius € S. hyicus, rotineiramente agrupados
como S. aureus, ¢ coagulase negativo (SEARS et al, 1993). A mastite por S. aureus
facilmente persiste, € os Staphylococcus coagulase negativa também podem persistir na
glaindula mamaria e causar moderado aumento na CCS do leite (TAPONEN &
PYORALA, 2009).

O tratamento da mastite ¢ um dos fatores de impacto econdmico na produgdo
leiteira, representado pelo custo de medicamentos, mao de obra e descarte do leite. Na
pratica, ¢ realizado por via sistémica ou por via intramamdaria, ou ainda, pelas duas vias
concomitantemente. A via intramamaria ¢ a mais utilizada por apresentar menores
efeitos colaterais, maior facilidade de aplicagio e menor custo (RAIA-JUNIOR, 2006).

Fungos e a mastite bovina

Os fungos sd3o comuns na natureza, estando presentes em ambientes aquaticos,
terrestres € no ar. O desenvolvimento destes microrganismos pode determmar doencas
infecciosas ou toxicas, em vegetais e animais, mncluindo o homem (LACAZ et al.,2002).

A prevaléncia da mastite micotica ¢ de aproximadamente 1% a 12% do total de
mastites de origem infecciosa. Em alguns rebanhos esse nimero pode aumentar em
surtos, em geral por problemas de manejo, podendo afetar a maioria das vacas em
lactacdo (KRUKOWSKI & SABA, 2003).

As leveduras s3o os agentes fungicos mais frequentemente relacionados as
infeccdes da glandula mamaria em bovinos de leite, sendo que a mastite por fungos
filamentosos também pode ocorrer, porém em menor frequéncia (KELLER et al., 2000).

Dentre as leveduras as mais isoladas sdo pertencentes ao género Candida, como
tem sido relatada por vérios autores (SANTOS & MARIN, 2005; WUNDER JUNIOR,
2007). Em levantamento microbiologico de leite com mastite realizado por Santos &
Marin (2005) em 240 amostras de leite, o percentual de fungos isolados foi de 25,4% do

total de microrganismos, o género Candida sp. foi o mais isolado com 17,3% e as
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principais espécies foram C. krusei (44,5%), C. rugosa (24, 5%), C. albicans (8,9%) ¢
C. Guilliermondii (8,9%), seguidas de C. parapsilosis, C. zeulanoide, C. vini, C. famata,
C tropicalis e C. rugosa, totalizando 13,2%.

Qualidade do leite

O controle da mastite bovina e a cura dos animais infectados constituem um dos
maiores problemas enfrentados pela pecudria leitera (DEGRAVES & FETROW, 1993)
e ¢ a principal causa de tratamento das vacas em lactacdo, além disso, o uso de
antimicrobianos pode trazer riscos ao consumidor (COELHO, 2003; COSTA et al,
1995).

A mastite sob o ponto de vista de saide publica tem grande importancia, uma
vez que sdo frequentes os casos de doengas associadas ao consumo de leite ou derivados
laicteos contaminados com microrganismos patogénicos, além de problemas
relacionados a presenca de antimicrobianos no leite. E de fundamental importincia
prevenir a presenca de residuos antimicrobianos no leite, para reduzir problemas
técnicos no processamento de produtos lacteos e a possibilidade de transmissao desses
residuos ao consumidor (FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004; RAIA-JUNIOR, 2006).

A presenca de alta CCS no leite cru determina reducdo da vida de prateleira do
leite pasteurizado, pelo aparecimento de sabores indesejaveis, os quais sdo detectados
pelos consumidores. A reducdo da vida de prateleira ¢ determinada pela agdo de
enzimas derivadas das células somaticas ou que passam do sangue para dentro do leite,
mantendo sua a¢do enzimatica mesmo apoOs a pasteurizagdo (SANTOS, 2003).

O crescimento do mercado consumidor que estd preocupado com residuos em
alimentos, além da expansdo dos sistemas de produgdo de pecudria organica, aumenta a
necessidade de desenvolvimento e utilizagdo de métodos alternativos para o controle de
mastite daqueles conhecidos convencionalmente (FONSECA, 2001; MITIDIERO,
2002).

Plantas medicinais como antimicrobianos

A busca por novos principios ativos que atuem nos principais microrganismos
causadores de enfermidades tanto no homem quanto em animais ¢ crescente, devido a
mumeros fatores, entre eles principalmente a resisténcia destes frente a maioria dos
antimicrobianos conhecidos, o que incentiva ainda mais a procura por produtos
originarios de fontes naturais, como as plantas medicinais. Varios grupos de
pesquisadores tém estudado a atividade biologica das plantas origindrias de diversas

regides do mundo, orientados pelo uso popular das espécies nativas. As pesquisas sobre



16

investigagdo de produtos naturais ativos contra  microrganismos —aumentaram
significativamente nos Ultimos anos em diversas partes do mundo. No Brasi, a
mvestigacdo sobre produtos naturais com atividade antimicrobiana também aumentou
significativamente (DUARTE, 2006).

As plantas representam uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um
grande nimero de farmacos. Esses produtos apresentam uma gama de diversidade em
termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e biologicas (PINTO et al., 1997).

Segundo Miguel & Miguel (1999) os produtos naturais podem ser tdo eficientes
quanto os produzidos pela sintese quimica, porém a transformacdo de uma planta em
um medicamento deve visar a preservagao da integridade quimica e farmacoldgica do
vegetal, sempre valorizando seu potencial terapéutico.

Diversas plantas tém sido utilizadas para o tratamento de enfermidades de
importdncia em medicina veterindria ¢ muitas delas investigadas cientificamente quanto
a sua acdo antifingica como as pertencentes as familias Asteraceae, Myrtaceae e
Lamiaceae (CLEFF et al, 2009).

Embora, desde a antiguidade os povos utilizem plantas na conservacdo de
alimentos, o estudo sistematico das plantas como antibidticos € relativamente recente.
Diversos condimentos como alho, orégano, tomilho e muitos outros, tém demonstrado
atividade antimicrobiana, explicando a sua utilizacdo historica (BEDIN et al, 1998;
OGARA etal., 2000; LAMBERT et al., 2001, CARVALHO et al., 2004).

Origanum vulgare

O orégano (Origanum vulgare Linneus) ¢ uma planta perene, pertencente a
familia Lamiaceae que se adapta bem em solos secos e calcdrios. A grande maioria das
espécies de Origanum ¢é nativa das regides do Mediterraneo (Grécia, Ird, Turquia), mas
também sdo cultivadas por toda Europa, ao leste e centro da Asia e Taiwan. Também é
encontrada nas Américas, onde foi introduzida pelo homem como tempero, na América
do Sul o principal produtor ¢ o Chile, seguido pela Bolivia e Peru (CLEFF et al, 2009)

O orégano ¢ uma planta conhecida pelo seu valor medicinal, suas flores e folhas
sdo usadas extensivamente pela homeopatia e, seu Oleo essencial ¢ usado na tradicional
medicina  indiana, principalmente devidlo as suas propriedades antbacteriana,
antifingica e antioxidante (BARATTA et al, 1998, DORMAN et al, 2000, VICHI et
al, 2001). Tem sido descrito que o Oleo essencial de Origanum vulgare apresenta em

torno de 34 compostos ativos, sendo os principais o carvacrol, timol, gama terpeno e p-



17

cimeno que podem alcangar entre 80,2% e 98% da composi¢do total do 6leo (CLEFF et
al, 2009)

Albado et al. (2001), avaliaram atividade antibacteriana do Oleo essencial de
Origanum vulgare, onde comprovaram seu efeito antimicrobiano frente a bactérias
Gram positivas como Staphylococcus aureus e Bacillus cereus e sobre bactérias Gram
negativas, justificando seu uso popular na preparacdo e conservagdo de alimentos.

A atividade antifingica de O6leos essenciais de condimentos, dentre eles o
orégano, foi testada por Pereira et al. (2006), seus resultados confirmaram a eficiéncia
fungicida e/ou fungistatica do Oleo essencial de orégano.

Outros autores (CLEFF et al. 2005; MEINERZ et al. 2006; CLEFF et al. 2006)
também tem pesquisado a acdo antifiingica do 6leo de orégano e comprovado seu efeito
frente ao género Candida, a outras leveduras e também a fungos filamentosos.

Baseado nesses aspectos os objetivos do trabalho foram: 1. Identificar a presenca
de fungos no leite mastitico; 2. Determinar a Concentragdo Bactericida Minima(CBM)
de Oleos essenciais obtidos de O. vulgare frente aos microrganismos isolados; 3.
Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e a Concentragdo Fungicida
Minima (CFM) de 6leos essenciais obtidos de O. vulgare frente aos fungos isolados; 4.
Estudar a toxicidade do dleo essencial de O. vulgare a glandula mamaria de bovinos e a
mucosa ocular e derme de coelhos; 5. Realizar ensaio clinico de preparado fitoterdpico a

base de oleo essencial de O. vulgare em vacas com mastite.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar um levantamento fingico em amostras
de leite bovino reagentes ao California Mastitis Test (CMT). Foram coletadas 1499
amostras de leite, em 13 Unidades de Producao Leiteira, com dez coletas em cada
propriedade. Houve isolamento fingico em 116 (7,74%) amostras com total de 121
fungos isolados. Destes 94 eram leveduras e 27 fungos filamentosos. As leveduras
isoladas foram: Candida guilliermondii (20), C. parapsilosis (12), C. famata (12), C.
spp. (8), C. pulcherrima (7), C. krusei (2), C. intermedia (1), C. rugosa (1), C.
pelliculosa (1), Rodotorula spp. (5), Trichosporon asahii (2), Cryptococcus laurentii
(2), Kodamaea ohmerri (1) e Malassesia furfur (1), além de 19 Ileveduras nao
identificadas. Dentre os fungos filamentosos foram isolados seis géneros, Penicillium
spp. (6), Aspergillus spp. (6), Alternaria spp. (3), Clodosporium spp.(3), Rhizopus sp.(1)
e Curvularia sp. (1), além de um Zigomiceto sp. e seis micélio estéri. Concluu-se que
os fungos filamentosos e principalmente as leveduras estio presentes no leite,
associados ou ndo a etiologia da mastite.

Palavras-chave: Leite, mastite, fungos.
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ABSTRACT

This study aimed to survey fungi in bovine milk samples reactive to California mastits
test (CMT). We collected 1499 samples of mik, n a period of 17 months n 13
properties, with 10 samples in each property. There fungal isolation n 116 (7.74%)
samples with a total of 121 fungal isolates. Of these 94 were yeasts and 27 filamentous
fungi. The yeasts were: Candida guilliermondii (20), C. parapsilosis (12), C. famata
(12), C. spp. (8), C. pulcherrima (7), C. krusei (2), C. intermedia (1), C. rugosa (1), C.
pelliculosa (1), Rodotorula spp. (5), Trichosporon asahii (2), Cryptococcus laurentii
(2), Kodamaea ohmerri (1) and Malassesia furfur (1) and 19 unidentified yeast. Among
the filamentous fungi were isolated from six genera, Penicillium spp. (6), Aspergillus
spp. (6), Alternaria spp. (3), Clodosporium spp.(3), Rhizopus sp.(1), Curvularia sp. (1),
and also am Zigomiceto sp. and six identified as sterile mycelum. It was concluded that
the filamentous fungi and yeasts are present mainly in mik, associated or not the
etiology of mastitis.

Keywords: milk, mastitis, fungi.

INTRODUCAO

O leite ¢ um alimento nutritivo e completo, mas para ser aproveitado pelo
organismo, deve ser de otima qualidade, assegurando assim sua eficiéncia (Mendonga et
al.,1999). Os microrganismos encontrados no leite originam-se dos tUberes infectados e
da superficie dos mesmos, ou de outras fontes do ambiente da propriedade (Godkin e
Leslie,1993).

Mastite ¢ a reagdo inflamatoria da glaindula mamdria, de forma geral possui
carater infeccioso, comumente determinada por bactérias, fungos, algas ou clamidias.
Esses patogenos alcancam a glandula maméaria via ducto do teto e migram até o
parénquima causando inflamagdo (Schalm et al, 1971). As leveduras sdo os fungos
mais frequentemente relacionados as infeccdes da glandula mamaria em bovinos de
leite (Keller et al., 2000).

Os fungos sd3o comuns na natureza, estando presentes em ambientes aquaticos,
terrestres € no ar. O desenvolvimento destes microrganismos pode determinar doengas
infecciosas ou toxicas, em vegetais e animais, incluiindo o homem (Lacaz et al.,2002).

Com relacdo a produgdo de derivados lacteos, a contaminagdo do leite por

leveduras pode afetar o produto final por meio de alteragdes organolépticas que ocorrem
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pela producdo de enzimas lipoliticas e proteoliticas, além de outros derivados
metabolicos produzidos pelas leveduras (Spanamberg et al 2009).
O objetivo do trabalho foi realizar o isolamento e identificacdo de fungos em

amostras de leite obtidas de quartos mamarios bovinos com mastite subclinica.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa da presenca de agentes fingicos foi realizada em 13 Unidades de
Producdo Leiteira (UPL) de base familiar nos municipios de Pelotas e Piratini no estado
do RS, totalizando dez coletas de leite dos animais em ordenha de cada propriedade,
com intervalo médio de um més entre as coletas. Em cada wvisita, foram coletadas
amostras de leite dos quartos mamarios que apresentaram reacao ao California Mastitis
Test (CMT)®. A coleta foi realizada no micio da ordenha com prévia assepsia, logo
apoés a realizacio do CMT, em tubos de vidro estéreis individuais para cada quarto
mamario ¢ mantidos sob refrigeracdo. As andlises foram realizadas no Laboratério de
Doengas Infecciosas da Faculdade de Veterinaria da UFPel

As amostras de leite foram semeadas em placas de Petri contendo agar
Sabouraud Dextrose acrescido de cloranfenicol e incubadas em estufa de 36°C por até
dez dias com observagao diaria. A identificacdo das colonias filamentosas foi realizada
através da macro e micromorfologia, na ultima, utilizando lactofenol azul de algoddo
entre lAmina ¢ laminula. Quando ndo foi possivel identificar as estruturas, foi realizado
microcultivo entre lammas (Sidrim e Rocha, 2004). As leveduras foram assim
classificadas através de visualizagdo macroscopica da colonia e microscopica pela
coloracio de Gram e posteriormente identificadas através de assimilacdo de
carboidratos pelo sistema vitek 2 (Biomerrieux).

As mesmas amostras foram semeadas em agar base com 5-8% de sangue ovino
para isolamento e caracterizacao (Qumnn et al, 1998) de possiveis bactérias associadas a

presenca de fungos.

RESULTADOS

Durante o trabalho foram analisadas 1499 amostras de leite, e destas, 116
(7,74%) foram positivas, com 121 fungos isolados (em cinco amostras foram isolados
dois fungos de espécies diferentes), sendo 94 (77,69%) leveduras e 27 (22,31%)
filamentosos. Dentre as leveduras a maioria -64 (68,09%)- pertencia a diferentes

espécies do género Candida: C. guilliermondii (20), C. parapsilosis (12), C. famata
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(12), C. spp. (8), C. pulcherrima (7), C. krusei (2), C. rugosa (1), C. intermédia (1) e C.
pelliculosa (1). As demais leveduras encontradas foram: Rodotorula spp. (5),
Trichosporon asahii (2), Cryptococcus laurentii (2), Kodamaea ohmerri (1) e
Malassesia furfur (1), além de 19 leveduras ndo identificadas. Dentre os fungos
filamentosos, foram isolados seis géneros, Penicillium spp. (6), Aspergillus spp. (6),
Alternaria spp. (3), Clodosporium spp.(3), Curvularia sp. (1), Rhizopus sp.(1), além de
um Zigomiceto ¢ seis identificados apenas como micélio estéril (Tab. 1). Em nenhum
dos quartos analisados obteve-se dois isolados consecutivos ou alternados do mesmo
fungo.

Com relagcdo a associagdo com outros agentes, das 116 amostras com isolamento
fingico, em 33 o fungo foi o Unico isolamento, em 67 foi associado a bactéria
(Staphylococcus spp., Streptococcus spp. ou Corynebacterium spp.), ¢ 16 foram

identificadas como poliflora na cultura em agar sangue.

Tabela 1: Espécies de fungos isolados de amostras de leite reagentes ao California

Mastits Test

LEVEDURAS N FILAMENTOSOS N
Candida guilliermondii 20 Penicillium spp. 6
Candida parapsilosis 12 Aspergillus spp. 6
Candida famata 12 Micélio estéril 6
Candida spp. 8 Alternaria spp. 3
Candida pulcherrima 7 Clodosporium spp. 3
Candida krusei 2 Rhizopus sp. 1
Candida intermédia 1 Zigomiceto 1
Candida rugosa 1 Curvularia sp. 1
Candida pelliculosa 1
Rodotorula spp. 5
Trichosporon asahii 2
Cryptococcus laurentii 2
Malassesia furfur 1
Kodamaea ohmerri 1
Leveduras ndo identificadas 19

TOTAL 94 27
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DISCUSSAO

O percentual de fungos isolados (7,74%) foi inferior ao encontrado por Wunder
Junior (2007) que em 194 amostras de leite com mastite subclinica isolou em 13,4%. As
leveduras foram os fungos mais isolados, sendo o maior percentual do género Candida
spp. concordando com Melville et al. (2006) que em andlise de 50 amostras de leite cru
provenientes de tanques de refrigeragdo, obtiveram Candida spp. seguido de
Rhodotorula spp. como os mais frequentes. As leveduras do género Candida também
foram os fungos mais isolados por Wunder Janior (2007) e Santos e Marin (2005) com
38,5% e 17,3% respectivamente, dos isolados fingicos provenientes de leite mastitico.
O primeiro autor isolou 24 espécies diferentes de leveduras, enquanto no presente
estudo isolou-se 13 espécies diferentes, sendo nove espécies de Candida e oito amostras
que foram identificadas apenas nesse género. Resultado semelhante ao de Santos e
Marin (2005) que isolaram 10 espécies de Candida spp, sendo as mais frequentes C.
krusei (44,5%), C. rugosa (24, 5%), C. albicans (8,9%) e C. guilliermondii (8,9%),
semelhantes as espécies encontradas nessa pesquisa.

Torkar e Vengus (2008) avaliaram o nivel de contaminagdo microbiologica por
bolores e leveduras em 60 amostras de leite cru e 40 amostras de derivados lacteos
produzidos por pequenas industrias de processamento de alimentos. Nas amostras de
leite cru, as leveduras e os fungos filamentosos estavam presentes em 95,0% e 63,3%
respectivamente, percentuais bem maiores aos encontrados nesse trabalho, que foi de
6,27% e 1,8%. O momento da obtencdo da amostra (tanque ¢ ao pé da vaca) pode
justificar essa diferenca. Também houve diferenga em comparagdo a presente pesquisa
com relagdo aos fungos encontrados, onde apenas dois géneros de filamentosos foram
semelhantes, Aspergillus e Penicillium, porém o percentual maior isolado por estes
autores foi do género Geotrichum com 51,5% das amostras.

Um dos problemas causados por leveduras em alimentos ¢ a deterioragdo,
podendo ser resolvido pela higiene e saneamento e também pela pasteurizagdo, além de
outros tratamentos (Jakobsena e Narvhus, 1996). No entanto, nem todos os tratamentos
térmicos sdao eficientes na eliminacdo dos agentes fingicos, como observado em
trabalho realizado por RuzPerez et al (2010), que avaliaram a resisténcia a
pasteurizacdo e fervura de fungos isolados de leite cru bovino. Foram avaliados 27
fungos filamentosos, incluindo os géneros Aspergillus e Penicillium e 275 leveduras,

onde a grande maioria foi do género Candida (189) e as demais dos géneros
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Rhodotorula spp., Geotrichum spp., Trichosporon spp. e Aureobasidium. Obtiveram
como resultados que a maior resisténcia dos fungos se deu pela pasteurizagdo rapida
(72,18%) seguida da fervura (15,89%) e pasteurizagdao lenta (0,99%). Melville et al
(2006) concluram que os fungos representam um problema para o leite, e seus
derivados, pois estes agentes podem causar doencas, bem como podem interferir com os
procedimentos de elaboragdo de produtos lacteos. Os fungos isolados por estes autores,
e os testados por Ruz-Perez et al. (2010), sdo semelhantes aos encontrados neste
levantamento, demonstrando a ocorréncia de diversas espécies fungicas no leite cru
podendo causar problemas de satide em quem o consome.

A associagdo entre fungos e bactérias ja foi referida por Costa et al. (2008) que
verificaram a ocorréncia de associagdes de leveduras com outros patdogenos em 29,8%
dos casos, sendo as associagdes com Corynebacterium bovis, Staphylococcus spp.
coagulase positivos, Staphylococcus spp. coagulase negativos e Streptococcus
agalactiae as mais frequentes.

Considerando que a maioria dos isolamentos obtidos (57,76%) foi associada a
bactérias e que ndo houve a persisténcia do microrganismo até a coleta seguinte (média
de um més de intervalo), ndo ¢ possivel afirmar que a etiologia das mastites subclinicas

avaliadas no presente trabalho estdo associadas ao agente fingico.

CONCLUSAO
Pode-se concluir que os fungos filamentosos e principalmente as leveduras estdo
presentes no leite, associados ou ndo a etiologia da mastite, podendo dessa forma, ser

um risco a saude publica e comprometer o processamento do leite.
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RESUMEN

Introduccion: La mastitis bovina es el mayor problema en la produccion lechera,
causada principalmente por bacterias Gram positivas. La busca por principios activos
que actien en esos microrganismos es creciente, principalmente por la ocurrencia de
multiresistencia bacteriana. Objetivos: Evaluar la concentracion bactericida minima
(CBM) del aceite esencial de orégano frente a bacterias aisladas de leche mastitico.
Método: Fue evaluada la actividad antimicrobiana del aceite esencial de O. vulgare
frente a 71 bacterias aisladas de leche bovino, de los géneros Streptococcus,
Staphylococcus 'y Corynebacterium y tres cepas patron: Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli. La técnica utilizada fue de dilucion en
microplaca. Resultados: La CBM media vari6 de 0,23% a 2% frente a las bacterias
aisladas de leche bovino, siendo la menor concentracién para el género Streptococcus 'y
la mayor para Staphylococcus coagulasis negativa. En cuanto a las cepas patrones la
CBM fue de 3,17% y 0,35% para S. aureus y Escherichia coli respectivamente € no
presentd efecto para Pseudomonas aeruginosas. Conclusion: Los resultados
comprobaron la actividad in vitro del aceite de orégano frente a las bacterias
relacionadas con la mastitis bovina.

Palabras clave: Origanum vulgare, mastitis, antimicrobiano
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ABSTRACT
Introduction: Bovine mastitis is a major problem in dairy production, mainly caused by
Gram positive bacteria. The search for active ingredients that work in these
microorganisms is increasing, mainly by the occurrence of multi-resistant bacteria.
Objectives: To assess the minimum bactericidal concentration (MBC) of essential oil of
oregano against bacteria isolated from mastitic mik. Methods: We evaluated the
antimicrobial activity of essential oil of O. vulgare agamnst 71 bacteria isolated from
bovine milk, the genus Streptococcus, Staphylococcus and Corynebacterium and three
standard strains: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Escherichia
coli. The technique used was the dilution in microplates. Results: The mean MBC
ranged from 0.23% to 2% against the bacteria isolated from bovine mik, with the
smallest concentration for the genus Streptococcus and the highest for coagulase-
negative Staphylococcus. With respect to the standard strains MBC was 3.17% and
0.35% for S. aureus and Escherichia coli respectively and showed no effect for
Pseudomonas aeruginosa. Conclusion: The results confirmed the in vitro activity of
oregano oil on the bacteria related to bovine mastitis.

Keywords: Origanum vulgare, mastitis, antimicrobial

INTRODUCCION

Las mastitis bovina es causada princpalmente por agentes bacterianos
de los cuales son mas frecuentes los que pertenecen a los géneros: Staphylococcus,
Streptococcus 'y Corynebacterium. Bacterias Gram negativas como Escherichia coli y
Pseudomonas spp., también causan mastitis, pero menos frecuentemente.! Ademés de
causar perjuicios por la reduccion de la calidad y cantidad de leche, la mastitis también
puede aumentar el riesgo de la presencia de residuos antimicrobianos,por el uso de
antibioticos en el tratamiento de la mastitis clinica.**

La busqueda de nuevos principios activos que actien en los principales
microrganismos causantes de enfermedades tanto en el hombre como en animales es
creciente.* Los productos naturales pueden ser tan eficientes como los producidos por la
sintesis quimica. Diversos condimentos como ajo, orégano, tomillo y muchos otros, han
demostrado actividad antimicrobiana, lo que explica su utilizacion historica.”*®
Origanum vulgare (orégano) es una planta perenne, perteneciente a la familia

Lamiaceae. Orignario de la region del Mediterranco, siendo también cultivado en

Europa, Asia y Taiwan y en América del Sur. Su principal productor es Chile, siendo
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también producido en Bolivia, Peru y en menor escala en Argentina y Uruguay. El
orégano presenta como componente principal un aceite esencial, con mais de 34
compuestos activos, siendo que los fenoles como carvacrol, timol, y- terpeno y p-
cimeno pueden alcanzar entre 80,2% y 98% de la composicion del aceite.”"*’

Existen muchos estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de
diferentes tipos de orégano, siendo indicado como bactericida e inseticida, presentando
actividad antimicrobiana comparable, o incluso mayor, que los compuestos tipicamente
utilizados para estos propositos. '’

El objetivo del trabajo fue evaluar la concentracion bactericida minima (CBM)
del aceite esencial de orégano frente a bacterias de origen de leche mastitico y cepas

patrones.

METODOS
Aceite esencial de orégano:

Las muestras de orégano (Origanum vulgare) de origen peruano fueron
adquiridas de distrbuidora comercial Para la obtencion del aceite la planta fue
sometida a extraccion por hidrodestilacion en aparato de Clevenger, segin la
Farmacopea Brasileia (1988)'!. El analisis del aceite esencial fue realizado por
cromatografia gaseosa con detector de ionizacion por llama (CG/DIC). La extraccion y
analisis fue realizada en el Laboratorio de Fitoquimica de la UFPel Los demas
examenes fueron realizados en el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la
Facultad de Veterinaria de la UFPel
Aislados bacterianos

Las bacterias utilizadas fueron de los géneros  Streptococcus(18),
Staphylococcus(36) y Corynebacterium(17) aisladas de leche bovino con diagndstico de
mastitis clinica o subclinica, y cepas de referencia de Staphylococcus aureus (ATCC
12600), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) y Escherichia coli (ATCC 8739).
Para obtencion de los aislados, las muestras de leche fueron sembradas en agar sangre
ovino e incubadas en estufa a 36°C por 48 horas y caracterizadas por el método de
coloracién de Gram y pruebas bioquimicas.'? Las muestras patrones fueron obtenidas de
la Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Actividad antimicrobiana
Para determinar la concentracién bactericida minima (CBM) del aceite esencial

de orégano frente a las cepas bacterianas, fue utilizado método de microdilucion en
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caldo, de acuerdo a lo descrito en el documento CLSI M7-A6 (2005) adaptado para
fitoterapicos. Los microorganismos fueron activados a través de cultivo en caldo BHI a
37°C, en agito por 24 horas. Posteriormente, fueron ajustados en escala 2 de Mac
Farland y diluidos en medio Muller-Hinton para alcanzar la concentracion bacteriana
final de 10°-10° UFC/mL. El aceite de Origanum vulgare fue diluido en base
logaritmica 2, alcanzando las concentraciones de 16% y 0,063%. El experimento fue
realizado en triplicado y las diluciones en agua con Tween 20 a 1%, asi como,
realizados controles de crecimiento bacteriano (inoculo/medio) y de esterilidad del
aceite (aceite esencialmedio). Las microplacas fueron incubadas a 36°C por 48h en
agitacion a 100rpm. Tras, SuL. de cada cultivo fue repicado en placas de agar sangre que
quedaron en estufa a 36°C por 24h. La CBM fue determmnada por la menor
concentracion del aceite donde no hubo crecimiento bacteriano en las placas de agar

sangre.

RESULTADOS

En relacion a los compuestos detectados por el andlisis cromatografico de la
muestra de orégano utilizada, se observd mayor concentracion de a-terpineno, 4-
terpineol, timol y baja concentracion de carvacrol. Dos otros picos aparecen en el
analisis cromatografico, siendo el primeiro aproximadamente a los 14 minutos de
retencion, tiempo esperado para el y-terpineno y el segundo a los 17 minutos, tiempo
esperado para el cis-sabineno-hidratado (figura 1).

En este trabajo fueron evaluadas diferentes concentraciones del aceite esencial
de orégano frente a 71 bacterias aisladas de leche con resultado positivo al California
mastits test (CMT) y 3 cepas patrones. La CBM media vario de 0,23% a 2% frente a las
bacterias aisladas de leche, siendo la menor concentracion para el género Streptococcus
y la mayor para Staphylococcus coagulasis negativa (tabla 1). En relacion a las cepas
patrones la CBM fue de 3,17% y 0,35% para Staphylococcus aureus y Escherichia coli
respectivamente 'y no presentd efecto para Pseudomonas aeruginosas en las

concentraciones examinadas.
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Figura 1: Cromatografia del aceite esencial de orégano obtenido por hidrodestilacion en
Clevenger. Picos de los patrones: 1) a-pineno; 2) canfeno; 3) B-pineno; 4) mirceno; 5)
a-terpineno; 6) p-cimeno; 7) limoneno; 8) 1,8-cineol; 9) terpinoleno; 10) linalol; 11) 4-
terpineol; 12) a-terpineol; 13) timol; 14)carvacrol.

Tabla 1: Concentraciéon Bactericida Mimima (CBM)- media, maxima y mimima- del

aceite de orégano frente a microorganismos aislados de leche bovino

CBM%
Microorganismos N Média Min-Max
Staphylococcus aureus ATCC 1 3,17 --
Staphylococcus intermedius 9 1,55 1,0-2,52
Staphylococcus aureus 13 0,65 0,31 -1,26
Staphylococcus coagulasa positivo 8 1,53 0,5-38,0
Staphylococcus coagulasa negativo 6 2,00 0,5-5.04
Streptococcus agalactiae 6 0,93 0,16 —2,52
Streptococcus dysgalactiae 6 0,42 0,13-1,26
Streptococcus uberis 3 0,68 0,31 -2,00
Streptococcus sp. 3 0,23 0,13-0,63
Corynebacterium sp. 17 0,60 0,4-1,0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1 >16,00 --
Escherichia coli ATCC 1 0,35 --
DISCUSION

La accion antimicrobiana del aceite de orégano ha sido objeto de investigacion
que justifica su uso popular en el preparo, conservacion de alimentos y como medicinal.
La variacién de sus constituyentes tiene interferencia en esa actividad.'*Clasificaron

muestras indianas analizadas por ellos y las compararon con la de otros autores, basado
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en los componentes en mayor cantidad, determinando quimiotipos. Utilizando ésta
misma clasificacion, podemos definir que el aceite utilizado en ese trabajo posee timol y
terpenos en cantidad semejante. En muestras adquiridas en el mercado brasilefio, se
puede demostrar la presencia de grandes variaciones de constitucion, incluso muy
semejantes a la que fue encontrada en el presente trabajo.'>

Otros autores evaluaron actividad antibacteriana del aceite esencial de Origanum
vulgare, donde comprobaron su efecto antimicrobiano frente a bacterias Gram positivas
como Staphylococcus aureus y Bacillus cereus y sobre bacterias Gram negativas.'® La
accion de extracto sobre Pseudomonas aeruginosa ya fue demostrada con concentracion
de inhibicion minima (CIM) del aceite de orégano de 12%. La CBM fue mayor para
cepa patron de Staphylococcus aureus que para los aislados de campo, presentando
resultado semejante al citado por otros autores.'’

El aceite de orégano fue mas eficaz para Escherichia coli con 0,35% de CBM. '
Encontraron a través de la técnica de difusion en dgar un halo de inhibicion de 29,5 +
3,4 mm, considerandose el halo de nhibicion a partir de 4mm.

Rehder y colaboradores'®

estudiaron el aceite esencial de dos especies de
Origanum (Origanum applii y Origanum vulgare) que presentaron actividad contra las
bacterias Salmonella choterasuis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis y Streptococcus faecium.

Origanum vulgare demostrd actividad in vitro frente a las bacterias Gram

positivas y Gram negativas, con CBM menor para Streptococcus sp., justificando

nuevos analisis con aceite de orégano en examenes in vivo.
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ATIVIDADE IN VITRO DO OLEO ESSENCIAL DE ORIGANUM VULGARE
SOBRE LEVEDURAS ISOLADAS DE LEITE BOVINO

(In vitro activity of the Origanum vulgare essential oil on yeast isolated from dairy

cattle)

M.E.B. Oyarzabal], L.E.D. Schuch’, R. Santin’, L.S.Prestes’,G.H.Alves’, J R.B. Mello’
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*Universidade Federal de Pelotas-UFPel-Pelotas, RS

RESUMO

A atividade antifingica do oOleo essencial de uma amostra de Origanum vulgare de
origem peruana foi testada frente a 35 leveduras isoladas de amostras de leite bovino
reagentes ao California Mastitis Tests, sendo que 32 pertenciam ao género Candida
ssp., além de um isolado de cada umas das espécies: Trichosporon asahii, Cryptococcus
laurentii e Kodamaea ohmeri. A extragdo do Oleo foi realizada em aparelho Clevenger
segundo a Farmacopeia Brasileira e a andlise foi por Cromatografia Gasosa com
detector de ionizacdo por chama (CG/DIC). O método utilizado para determinar a
Concentracdo Inbitoria Minima (CIM) e a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi
o de microdiluicdo em caldo, de acordo com o descrito no documento CLSI- M27A3,
adaptado para fitoterapicos. Todas as amostras foram sensiveis ao 6leo de orégano nas
concentracdes testadas, onde a CIM ¢ a CFM variaram de 0,0625% a 1%, sendo a
Candida intermedia a mais sensivel e as duas amostras de C. krusei mais resistentes. Os
principais constituintes evidenciados na cromatografia foram a-terpineno, 4-terpineol e
timol. Com esses resultados concliu-se que o Oleo de O. vulgare teve efeito
fungiostatico e fungicida frente as leveduras testadas.

Palavras-chave: Leveduras, Origanum vulgare, in vitro, antifuingio grama

ABSTRACT

The antifingal activity of essential oil of Origanum vulgare of Peruvian origin has been
tested against 35 yeasts isolated from bovine mik reacting to the California mastitis
test, which 32 belonged to the genus Candida spp., and one isolate of each of the

species: Trichosporon asahii, Cryptococcus laurentii and Kodamaea ohmeri. The oil
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extraction was performed using Clevenger according to the Brazlian Pharmacopoeia
and analysis was by gas chromatography with flame ionization detector (GC / FID). The
method used to determine the mimnimum inhibitory concentration (MIC) and minimal
fungicidal concentration (MFC) was the broth microdilution, according to that described
mn CLSI document-M27A3. All samples were sensitive to oil of Origanum i tested
concentrations, where the MIC and MFC ranged from 0.0625% to 1%, and Candida
intermedia the most sensitive and two strains of C. krusei more resistant. The major
constituents evidenced in the chromatography were: a-terpinene, 4-terpineol and
thymol. According these results concluded that O. vulgare essential oil had effect
mhibitor and fungicidal against yeasts.

Keywords: Yeast, Origanum vulgare, in vitro

INTRODUCAO

Infeccdes oportunistas causadas por leveduras tém sido caracterizadas como
doencas emergentes em todo o mundo e este fendmeno tem levado ao desenvolvimento
de novos produtos capazes de inibir a sobrevivéncia de seus agentes etioldgicos (Souza,
2010).

Muitos autores tém buscado plantas que apresentem agdo antimicrobiana. A
maioria dos trabalhos concentra-se em paises da Afiica, Asia e América Latina, onde se
encontra 0 maior nimero de espécies vegetais (Guerra e Nodari, 2003). Sartoratto et al.
(2004) avaliaram Oleos essenciais de oito plantas aromaticas utilizadas no Brasil e
encontraram atividade antibacteriana e/ou anti-candida em todas elas. A atividade
antifingica foi investigada por Banias et al(1992) que extrairam o 6leo essencial de
folhas e flores de O. syriacum e testaram sua atividade com trés tipos de fungos, sendo
que esse Oleo apresentou forte acdo mibitdria frente aos trés.

A atividade antifingica de Oleos essenciais de condimentos, dentre eles o
orégano, foi testada por Pereira et al. (2006). Como culturas de teste foram utilizados os
fungos, Fusarium sp., Aspergillus das espécies ochareceus, niger e flavus. Observaram
in vitro o desenvolvimento ou mibicdo dos microrganismos em diferentes concentragdes
dos oleos (500, 1000, 1500 e 2000 mg/mL). Como resultado verificaram inibicdo de
todos os fungos estudados, a partir da diluicdo de 500mg/mL, com exce¢do do A. niger
o qual sofreu mibicdo a partr da concentragdio de 1000 mg/mL. Confirmando a

eficiéncia fungicida e/ou fungistatica do Oleo essencial de orégano.
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O orégano (Origanum vulgare Linneus) ¢ uma planta perene, pertencente a
familia Lamiaceae que se adapta bem em solos secos e calcarios. A grande maioria das
espécies de Origanum ¢ nativa das regides do Mediterraneo (Grécia, Ird, Turquia), mas
também sdo cultivadas por toda Europa, ao leste ¢ centro da Asia e Taiwan. Também é
encontrada nas Américas, onde foi introduzida pelo homem como tempero, na América
do Sul o principal produtor ¢ o Chile, seguido pela Bolivia e Peru (Cleff et al., 2009)

Baseado nesses dados, o objetivo da pesquisa foi testar a capacidade antifiingica
do Oleo essencial de orégano frente a leveduras isoladas de amostras de leite bovino

reagentes ao California Mastitis Test.

MATERIAL E METODOS

As amostras de orégano (Origanum vulgare) de origem peruana foram
adquiridas de distribuidora comercial. Para obtencdo do oleo a planta foi submetida a
extragdo por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger, segundo a Farmacopéia
Brasilera (1988). A andlise do 6leo essencial foi realizada por Cromatografia Gasosa
com detector de ionizagdo por chama (CG/DIC). A extragdo e andlise foi realizada no
Laboratorio de Fitoquimica da UFPel. Os demais testes foram realizados no Laboratorio
de Doencas Infecciosas da Faculdade de Veterinaria da UFPel

As leveduras utilizadas foram isoladas de leite bovino reagente ao teste
California Mastitis Test (CMT), provenientes de vacas de 13 Unidades de Produgdo
Leiteira dos municipios de Pelotas e Piratini. Os leites foram semeados em placas de
Petri contendo agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol e incubadas em
estufa de 36°C por at¢ dez dias com observacdo didria. As amostras onde houve
crescimento flingico e foram identificadas como leveduras através de caracterizagdao
macroscopica da colonia e também pela coloracdo de Gram, foram posteriormente
identificadas através de assimilagdo de carboidratos pelo sistema vitek 2 (Biomerrieux)
e entdo 35 leveduras foram selecionadas para o teste in vitro: Candida parapsilosis (10),
Candida guilliermondii (10), Candida pulcherrima (5), Candida famata (3), Candida
krusei (2), Candida intermedia (1), Candida pelliculosa (1), Cryptococcus laurentii (1),
Kodamaea ohmeri (1) e Trichosporon asahii (1)

Para determinar a Concentracdo Inibitéria Mimima (CIM) e a Concentragdo
Fungicida Minima (CFM) do oleo essencial de orégano frente as leveduras, foi utilizado
método de microdiluicido em caldo, de acordo com o descrito no documento CLSI-

M27A3 adaptado para fitoterapicos. Os moculos fingicos foram preparados a partir de
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culturas jovens (24-48h), que foram suspensas em tubos contendo solucdo salina estéril
e ajustadas na escala 0,5 de MacFarland e diluidas em solu¢do salina (1:100) e por
ultmo em meio RPMI (1:20). O oleo de Origanum vulgare foi diluido em base
logaritmica 2, alcancando as concentracdes de 4% a 0,063%. O experimento foi
realizado em duplicata nas colunas da microplaca, e a tltima linha foi destinada para os
controles: de crescimento flingico (in6culo/meio) e do meio (RPMI). As microplacas
foram incubadas a 35°C por 72h em agitacao a 100rpm.

A lettura da CIM, determinada pela menor concentragdo onde houve inbicdo do
agente fingico, foi realizada de forma visual pela comparacdo do crescimento fingico
nos pogos do controle positivo com as diferentes concentragdes do 6leo.

Para determmnar a CFM, 10ul de cada poco foi semeado em placas de Petri
contendo agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol, bem como 10ul de cada
um dos controles. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 72h e posteriormente
a CFM determinada pela menor concentragdo do oleo onde ndo houve crescimento
fingico.

A média logaritmica de todas as amostras assim como CIM e CFM 50% foram

calculadas segundo o método de Reed-Muench.

RESULTADOS

As médias logaritmicas da CIM e da CFM foram de 0,26% e 0,39%,
respectivamente. A amostra de C. intermedia foi a mais sensivel (CIM e CFM de
0,0625%) enquanto que as duas amostras de C. Krusei foram as mais resistentes (CIM e
CFM de 1%). Na Tabela 1 estdo expressas as amostras utilizadas e suas CIM e CFM.

Na Tabela 2, demonstra-se a CIM ¢ CFM 50% ¢ 90%. Para todas as amostras
testadas a CIM 50% foi de 0,34% e a CIM 90% de 0,54%, enquanto que a CFM 50%
foi de 0,44% e a CFM 90% de 1,54%. As figuras 1 e 2 ilustram a interpretagdo para a
CIM em microplaca e a CFM em placas de agar sabouraud, respectivamente.

Na andlise cromatografica do Oleo de orégano utilizado no experimento, foram
identificados 14 constituintes, sendo o-terpineno, 4-terpineol e timol os que
apresentaram as maiores concentragcdes. Outros dois constituintes também apresentaram

picos importantes na cromatografia, porém sua natureza quimica ndo foi identificada

(Fig.3).
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Tabela 1: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) do oleo de Origanum vulgare frente a espécies de leveduras isoladas

de leite bovino

ESPECIE CIM%  CFM% ESPECIE CIM% CFM%
Candida pelliculosa 0,25 0,25 Candida pulcherrima 0,125 0,25
Candida intermedia 0,0625 0,0625 Candida pulcherrima 0,0625 0,25
Candida famata 0,25 0,25 Candida pulcherrima 0,125 0,5
Candida famata 0,25 0,5 Candida pulcherrima 0,125 0,5
Candida famata 0,25 0,25 Candida guilliermondii 0,5 1
Candida krusei 1 1 Candida guilliermondii 1 1
Candida krusei 1 1 Candida guilliermondii 0,25 0,5
Candida parapsilosis 0,5 1 Candida guilliermondii 0,125 0,25
Candida parapsilosis 1 1 Candida guilliermondii 0,125 0,125
Candida parapsilosis 0,5 0,5 Candida guilliermondii 0,125 0,125
Candida parapsilosis 0,5 0,5 Candida guilliermondii 0,125 0,125
Candida parapsilosis 0,5 0,5 Candida guilliermondii 0,125 0,125
Candida parapsilosis 0,5 1 Candida guilliermondii 0,125 0,25
Candida parapsilosis 0,5 0,5 Candida guilliermondii 0,125 0,25
Candida parapsilosis 0,5 1 Kodamaea ohmeri 0,5 0,5
Candida parapsilosis 0,25 0,5 Trichosporon asahii 0,25 0,25
Candida parapsilosis 0,25 0,5 Cryptococcus laurentii 0,125 0,25
Candida pulcherrima 0,25 0,5

Tabela 2: Média logaritmica, CIM e CIM 50% e 90% para todas as leveduras avaliadas

CIM CFM
Média log 0,26 0,39
CIM/CFMS50%! 0,34 0,44
CIM/CFM90%! 0,54 1,54

ICalculada segundo método de Reed-Muench

DISCUSSAO

A concentracdo do 6leo de orégano capaz de produzir efeito fungiostitico ou
fungicida pode ser variavel nas diferentes espécies de leveduras, e também pode variar
de acordo com a origem de cada amostra.

Neste trabalho utilizou-se Oleo em que os principais constituintes foram o-
terpineno, 4-terpineol e timol, sendo que o carvacrol foi uns dos constituintes com
menor concentracdo. A relacdo de timolcarvacrol foi avaliada por Cleff (2008) que

comparando a CIM de oito amostras de orégano frente a Candida spp., observou que as
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duas amostras em que houve maior razio entre esses dois compostos foram as que
apresentaram melhores resultados. A variabilidade de concentragdo dos constituintes do
Oleo essencial pode ser um dos fatores das diferencas de CIM e CFM dos oOleos
esséncias de orégano frente aos microrganismos.

Helal & Stelato (2009) avaliando a CIM e CFM do o¢leo essencial de dez
amostras de orégano frente ao género Candida, obtiveram como resultado um melhor
efeito antimicrobiano em espécies de Candida albicans e C. krusei, ¢ a C. parapsilosis
foi a espécie que apresentou maior resisténcia aos Oleos nas concentracdes testadas. A
atividade do oleo essencial de 10 plantas, todas consideradas com potencial antifingico,
foi avaliada por Souza (2010) que observou que o 6leo essencial de O. vulgare na CIM
de 80u/mL foi capaz de mibir o crescimento de 80% dos fungos testados, com halos
variando de 9 a 27mm de diametro. O bom desempenho do 6leo foi demonstrado frente
a cepas de Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis. Estes resultados foram diferentes
do encontrado no presente estudo, em que as espécies de C. krusei foram as mais
resistentes. Giordani et al. (2004), também comprovaram a ac¢do antifingica do o6leo
essencial de O. vulgare em Candida albicans em testes in vitro.

Cleff et al. (2006) avaliaram a suscetibilidade de isolados clinicos de candidiase
frente ao oOleo essencial de O. vulgare. Os isolados da levedura obtidos de fémeas
caninas foram mibidos em uma concentragdo do dleo que variou 1 a 0,25 %, enquanto
que os isolados de mulheres foram inibidos em uma concentragdo de 1 a 0,5%, esses
resultados demonstraram uma boa atividade do Oleo essencial de orégano. O presente
artigo utilizou fungos isolados de amostras de leite, ndo diferindo substancialmente nos

resultados alcangados.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que o 6leo essencial de orégano apresentou efeito inibitdrio e
fungicida frente as leveduras testadas, com médias logaritmicas da CIM e da CFM de
0,26% e 0,39%, respectivamente.
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L

Com crescimento |

Figura 1: Microplaca demonstrando crescimento e auséncia de crescimento fingico
frente ao 6leo essencial, através da técnica de microdilui¢do em caldo.

Crescimento fingico

Semeadura sem

crescimento fungico

Figura 2: Reisolamento de levedura observado através do teste de avaliagdo da CFM.
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Figura 3: Cromatografia do 6leo essencial de orégano obtido por hidrodestilagdo em Clevenger. Picos dos padrdes: 1) a-pineno; 2)
canfeno; 3) B-pineno; 4) mirceno; 5) a-terpineno; 6) p-cimeno; 7) limoneno; 8) 1,8-cineol; 9) terpinoleno; 10) linalol; 11) 4-

terpineol; 12) a-terpineol; 13) timol; 14) carvacrol.
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(Toxicological evaluation of essential oil of orégano (Origanum vulgare) the mammary

gland of cows and the eye mucosa and rabbit dermis)
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J.R.B.Mello’
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>Universidade Federal de Pelotas-UFPel-Pelotas, RS

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo testar a toxicidade do 6leo essencial de orégano a 3%
na formulagdo para aplicagdo intramamaria em vacas. Foram realizados testes de
rritacdo dérmica e de mucosa ocular em coelhos, seis coelhos testados apenas com o
veiculo utilizado em mfusdes intramamarias e seis com veiculo acrescido de oleo de
orégano a 3%. Também foi realizada andlise histologica dos tUberes de duas vacas
tratadas previamente com o produto fitoterapico em dois quartos mamarios, sendo estes
comparados com a aplicagdo de antibidtico comercial nos outros dois quartos. Os
resultados obtidos ndo demonstraram atividade toxica dos produtos testados em coelhos
e ndo houve diferenca na avaliagdo histologica entre tratamento e controle nos quartos
mamarios analisados.

Palavras-chave: Toxicidade, Origanum vulgare, coelho

ABSTRACT

This study aimed to test the toxicity of essential oil oregano 3% in the formulation for
mtramammary application in cows. Were tests of dermal irritation and ocular mucosa
in rabbits six rabbits were tested only with the vehicle used in infusions ntramammary
and six with vehicle plus oregano oil to 3%. Was also performed histological analysis of

the udders of two cows previously treated with product phytoterapic in two mammary
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glands, which are compared with the commercial application of antibiotics in other two
quarters. The results showed no activity toxic products tested in rabbits and showed no
difference in histological evaluation between treatment and control in the mammary

glands analyzed.
Keywords: Toxicity, Origanum vulgare, rabbits

INTRODUCAO

O efeito antimicrobiano do 6leo de orégano tem sido demonstrdo em testes in
vitro, com boa atividade antifingica e antibacteriana (Arcila-Lozano et al, 2004;
Pereira et al. 2006). Isto tem feito com que aumente o interesse dos pesquisadores na
avaliacido da atuacao deste oleo em testes in vivo. O uso de medicamentos a base de
plantas medicinais deve estar baseado na sua seguranga e eficacia por isso estudos de
toxicologia destes produtos devem ser conduzidos (Zhang, 2002).

Apesar do grande esforco realizado no desenvolvimento de métodos
alternativos, sdo poucos os totalmente aceitos pelas autoridades reguladoras, portanto os
testes de irritabilidade ocular e dérmica classicos em coelhos, embora criticados com
relagdo ao bem-estar anmimal ainda sdo muito utilizados em ensaios toxicologicos
obrigatérios antes de novos produtos serem colocados no mercado (Martinez-Hidalgo,
2007).

Em vista do efeito antimicrobiano do o6leo de orégano e vislumbrando sua
utilizacdo em animais, o objetivo do trabalho foi avaliar seu efeito toxicologico através
dos testes de iritagdo dérmica e ocular em coelhos, bem como relatar os achados
histologicos em uberes de vacas tratadas com infusdo intramamaria de produto

fitoterapico formulado na concentracdo de 3% de Oleo de orégano.

MATERIAL E METODOS

Os testes de irritagdo ocular e cutdnea em coelhos foram realizados no Centro de
Reproducao e Experimentagdo de Animais de Laboratorio — CREAL/UFRGS. Foram
utilizados 12 coelhos Nova Zelandia brancos, com massa corporal média variando de
3,300 kg no micio do teste a 3,683kg no final. Os animais foram colocados em gaiolas
individuais e mantidos com alimentacdo a base de ragdo e agua ad [libitum por 14 dias

até o micio dos testes.
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Foram testados dois tipos de produto: 1- veiculo utilizado na formulacdo do
fitoterapico para infusdo intramamarea e 2- veiculo acrescido de oleo de orégano a 3%
(produto fitoterapico).

O estudo de iritagdo cutdnea foi feito em correspondéncia com a OECD 404
(2002), guia para testar quimicos. De acordo com o recomendado, primeiramente o teste
foi realizado em um coelho e somente depois de passado o periodo de observagdo, o
mesmo teste foi realizado em outros dois animais. Assim, foram utilizados trés coelhos
albinos adultos nos quais foi aplicada a formulagdo fitoterapica (veiculo acrescido de
O0leo de orégano a 3%). Estes animais, 24h antes do micio do teste, foram
tricotomizados nas regioes laterais do dorso. O produto foi aplicado em um dos lados do
dorso do tronco, na dosagem de 0,5mL e o outro lado serviu como controle negativo. A
area entdo foi coberta com gaze estéril, fixada ao animal com fita adesiva (Fig.1). Apos
4h de exposi¢do, o curativo (‘“Patch”) foi removido com solugdo salna a 0,9% e
realizada a avaliagdo com 1h, 24h, 48h, 72h, 7 e 14 dias ap6s a remocdo. O mesmo
procedimento foi realizado posteriormente com outros trés coelhos albinos adultos,
porém nestes foi aplicado 0,5mL apenas do veiculo. Os critérios de avaliagdo da reacao
da pele sdo as descritos no documento OECD 404 (2002).

O teste de mritagdo ocular foi realizado em correspondéncia com a OECD 405
(2002), guia para testar quimicos. De acordo com o recomendado, primeiramente o teste
foi realizado em um coelho e somente depois de passado o periodo de observagdo, o
mesmo teste foi realizado em outros dois animais. Ambos os olhos de cada animal
selecionado passaram por exame oftalmico 24h antes do inicio dos testes. SO foram
mantidos os animais que ndo apresentaram nenhum tipo de lesdo ou iritagdo ocular.
Foram utilizados trés coelhos albinos adultos que receberam aplicagdo de 0,1mL do
produto fitoterapico (veiculo acrescido de 6leo de orégano a 3%) no saco conjuntival do
olho esquerdo. Os olhos do lado direito serviram de controle. Os produtos foram
removidos decorridos 24h da aplicagdo com solugdo salina a 0,9%. A avaliacdo foi
realizada com 1h, 24h, 48h e 72h apos aplicacdo. O mesmo procedimento foi realizado
posteriormente em outros trés coelhos, tendo sido aplicado 0,1mL apenas do veiculo. As
possiveis reagdes oculares sdo as descritas no documento OECD 405 (2002).

Para avaliagdo histologica dos Uberes foram utilizadas duas vacas da raga Jersey,
destinadas a descarte com historico de mastite.

Vaca 1: Estava em fase final de lactagdo com média de producdo didria de 51 de

leite. Foi tratada em cinco ordenhas consecutivas e abatida um dia apds o ultimo
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tratamento. Os quartos mamarios Anterior Direito (AD) e Posterior Esquerdo (PE)
foram tratados com antibidtico comercial cujo principio ativo era gentamicina a 1,35% e
os quartos Anterior Esquerdo (AE) e Posterior Direito (PD) receberam como tratamento
o produto fitoterapico com oOleo essencial de orégano a 3%. Na ordenha anterior a
primeira aplicacdo e na ultima ordenha antes de ser enviada para abate, foram realizados
testes da caneca de fundo preto, California Mastitis Test (CMT) e coletada amostra de
leite de todos os quartos para andlise microbioldgica.

Vaca 2: Estava em periodo seco. Foi tratada da mesma forma que a vaca um,
com apenas uma aplicagdo, um dia antes de ser enviada para abate. No dia do
tratamento foram coletadas amostras de leite de cada quarto para andlise
microbiologica.

As amostras de leite foram encaminhadas ao Laboratorio de Doengas Infecciosas
da UFPel, para realizagdo da analise microbiologica. Uma aliquota de cada amostra de
leite foi semeada em placas de agar sangue e incubadas por 48h a 37°C, sendo entdo as
colonias identificadas segundo Quinn et al. (1998).

As vacas foram abatidas em frigorifico com inspecdo estadual Foram coletados
os Uberes para andlise histologica que foi realizada no Laboratério de Patologia da
UFPel. Os uberes foram seccionados em quatro partes: AD, AE, PD e PE e fixados em
formalina a 10% durante 48h. Apods este periodo, as amostras foram clivadas em
pequenos fragmentos escolhidos de forma aleatdria, seccionados em Sum de espessura ¢
corados por hematoxilina-eosina. Como pardmetros para andlise procurou-se observar
alteragdes degenerativas e/ou necroticas, inflamatorias ou de fibrose do tecido mamario
que foram graduadas em discreta(+), moderada(++), acentuada(+++) ou muito

acentuada(++++).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados no teste de irritagdo cutdnea em coelho realizado
apenas com veiculo, demonstrou que ndo houve formacdo de eritema ou escaras, bem
como nao houve formacdo de edema em nenhum dos coelhos testados até 72h, ndo
necessitando avaliar por um periodo maior, sendo atribuida reagdo de grau zero. Na
associacao do veiculo e 6leo a 3%, as reagdes ocorridas foram leves, conforme pode ser

observado na Tabela 1.
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Tabela 1: Grau de irritagdo cutdnea em coelhos ap6s aplicagdo de veiculo e formulagao

de 6leo de orégano a 3% em diferentes tempos de observagao

LESOES PERIODO DE OBSERVACA O

1h 24h 48h 72h 7d 14d

COELHO 4 FEritema e escaras 2 2 2 2 0 0
Edema 1 1 1 1 0 0
COELHO 5 Eritema e escaras 1 1 1 1 1 0
Edema 0 0 0 0 0 0
COELHO 6 Eritema e escaras 1 1 1 1 1 0
Edema 1 1 0 0 0 0

Com relagdo ao teste de irritagdo ocular em coelho, observou-se que as reacdes
foram muito leves. No teste realizado apenas com o veiculo, o coelho 3 obteve grau
zero em todos os critérios de observacdo, e os coelhos 1 e 2 apresentaram apenas
hiperemia (grau 1) na conjuntiva nas observagdes de lh e 24h. As demais observagdes
foram todas de grau zero. Na associagdo do veiculo com o 6leo a 3%, o coelho 1
apresentou opacidade de coérnea (grau 1) em 24h e 48h, hiperemia de conjuntiva (grau
1) emlh, 24h e 48h e secrecao em 1h e 24h. Os coelhos 2 e 3 apresentaram hiperemia de
conjuntiva e secrecao (grau 1) nas observagoes de 1h e 24h e 1h, respectivamente (Fig 2
e 3). Todas as demais demonstraram grau zero (Tab.2).

Estes resultados demonstraram que tanto o veiculo utiizado para mnfusdo
mtramamdria quanto a formulacio com Oleo de orégano ndo produz efeito iritante
persistente depois de uma Unica aplicagdo sobre a pele e também sobre as estruturas
oculares. Em ambos os ensaios, os animais mantiveram um bom estado geral de saude.

Os testes de toxicidade de irritacdo dérmica e irritabilidade oftdlmica em coelhos
foram utilizados por Capote et al. (2010) para avaliacdo da toxicidade da gentamicina
em infusdo intra-mamaria. Estes mesmos testes também foram utilizados por Pires
Junior (2010) para avaliar os efeitos toxicologicos de Melia azedarach (cinamomo),
planta considerada com atividades antifingica e mnseticida, dentre outras finalidades. Os
testes com gentamicna € com M. azedarach, ndo apresentaram irritagdo na pele nem

nos olhos dos coelhos testados.
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Tabela 2: ReagOes oculares observadas em coelhos tratados com veiculo ¢ veiculo

acrescido de oleo de orégano a 3% em diferentes periodos de avaliagao

Coelho Tratamento Partes Lesdes Tempo de observagéo

1h 24h 48h 72h

Coérnea Opacidade 0 0 0 0

fris Resposta inflamatéria 0 0 0 0

1 \Y Conjuntiva Hiperemia 1 1 0 0
Edema 0 0 0 0

Secrecdo 0 0 0 0

Cornea Opacidade 0 0 0 0

fris Resposta inflamatdria 0 0 0 0

2 A% Conjuntiva Hiperemia 1 1 0 0
Edema 0 0 0 0

Secregao 0 0 0 0

Coérnea Opacidade 0 0 0 0

fris Resposta inflamatoria 0 0 0 0

3 v Conjuntiva Hiperemia 0 0 0 0
Edema 0 0 0 0

Secreg¢ao 0 0 0 0

Coérnea Opacidade 0 1 1 0

fris Resposta inflamatéria 0 0 0 0

4 F Conjuntiva Hiperemia 1 1 1 0
Edema 0 0 0 0

Secrec¢do 1 1 0 0

Cérnea Opacidade 0 0 0 0

fris Resposta inflamatéria 0 0 0 0

5 F Conjuntiva Hiperemia 1 1 0 0
Edema 0 0 0 0

Secrecdo 1 0 0 0

Cornea Opacidade 0 0 0 0

fris Resposta inflamatdria 0 0 0 0

6 F Conjuntiva Hiperemia 1 1 0 0
Edema 0 0 0 0

Secregao 1 0 0 0

V- Veiculo, F- Veiculo+odleo de orégano a 3%

Nenhuma das amostras de leite colhidos dos quartos mamadrios utilizados
apresentaram crescimento bacteriano. Da mesma forma, a vaca 1 ndo apresentou mastite
clinica em nenhum dos quartos no primeiro dia de tratamento, j& no teste da caneca de
fundo preto na tltima ordenha antes do abate, foi positivo nos quartos AD e PD. O
CMT do quarto PE apresentou grau dois e, nos demais, grau um no dia 1, e no dia 5
observou-se grau trés no CMT nos dois quartos avaliados, AE e PE. Percebe-se
agudizacdo do quadro de mastite, com mastite clinica ¢ aumento do escore de CMT em

um quarto submetido a cada tratamento.
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Na andlise histologica ndo houve diferenca significativa entre os quartos tratados
com produto fitoterapico e com antibiodtico. Como pode ser observado na tabela 3, com
excecdo dos quartos AD e AE das vacas 1 e 2, respectivamente, os demais quartos
mamarios demonstraram alteracdes compativeis com quadro de mastite, de acordo com

Schalm et al., 1971. A figura 4 demonstra a histologia do quarto AD da vaca 1, que nao

Tabela 3: Avaliacdo histologica de quartos mamdrios de duas vacas tratadas com

antbidtico e formulagdo fitoterapica com oleo de orégano a 3%

VACA QUARTO  TRAT HISTOLOGIA
Ductos, tubulos e 4cinos dilatados +++, hiperplasia de células de
1 AD AB acinos e tubulos ++, fibrose intersticial ++, infiltrado inflamatorio
ndo presente, restos celulares na luz de ductos (corporea
amylacea)+++
Hiperplasia de células de acinos, tubulos e ductos mamarios +++,
1 AE FT fibrose intersticial +++, infiltrado inflamatorio ndo presente, restos

celulares na luz de ductos (corporea amylacea)+++
Calcificacdo e colonias bacterianas presentes ++, ductos, tibulos e
acinos dilatados +, hiperplasia de células de acinos, tubulos e
1 PD FT ductos mamarios +, fibrose intersticial ++, infiltrado inflamatorio
de polimorfonucleares na luz de acinos, tubulos e ductos mamarios
+, infiltrado inflamatéorio de células mononucleares e
polimorfonucleares no intersticio +
Calcificacdo e colonias bacterianas presentes +, ductos, tibulos e
acinos dilatados ++, hiperplasia de células de 4cinos, tibulos e
ductos mamarios +++, fibrose intersticial ++, infiltrado
1 PE AB inflamatorio de poliorfonucleares na luz de acinos, tubulos e ductos
mamarios +, infiltrado inflamatorio de células mononucleares e
polimorfonucleares no intersticio +, restos celulares na luz de
ductos (corporea amylacea)+

Fibrose intersticial + infiltrado inflamatério de
polimorfonucleres na luz de acinos e tabulos mamarios ++,
2 AD AB infiltrado inflamatorio de células mononucleares e

polimorfonucleares no intersticio ++, restos celulares na luz de
ductos (corporea amylacea) ++
Ductos tibulos e acinos dilatados +, hiperplasia de células de
2 AE FT acinos, tubulos e ductos mamarios +++, restos celulares na luz de
ductos (corporea amylacea)+
Calcificacdo e colonias bacterianas presentes +, ductos, tibulos e
acinos dilatados +++, hiperplasia de células de acinos, tubulos e
ductos mamarios +++, fibrose intesticial ++, infiltrado inflamatorio
2 PD FT de poliorfonucleares na luz de acinos, tibulos ¢ ductos mamarios +,
infiltrado inflamatorio de células mononucleares e
polimorfonucleares no intersticio +, restos celulares na luz de
ductos (corporea amylacea)+
Calcificacdo e colonias bacterianas presentes +, ductos, tibulos e
acinos dilatados +, hiperplasia de células de acinos, tibulos e
ductos mamarios ++++, fibrose intesticial +++, infiltrado
2 PE AB inflamatorio de poliorfonucleares na luz de acinos, tubulos e ductos
mamarios ++++, infiltrado inflamatorio de células mononucleares e
polimorfonucleares no intersticio +++, restos celulares na luz de
ductos (corporea amylacea)+
TRAT: tratamento, AB:antibiotico, FT:fitoterapico. Quartos mamarios: AD:anterior direito, AE:anterior esquerdo,

PD:posterior direito, PE:posterior esquerdo. Resposta tecidual: +discreta,++ moderada,+++ acentuada,++++ muito
acentuada
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apresentou alteracdo e na figura 5 pode ser observada a andlise histoldgica compativel
com quadro de mastite do quarto AD da vaca 2.

Os resultados obtidos na pesquisa concordam com Cleff et al. (2008) que
avaliaram a toxicidade do Oleo essencial do Origanum vulgare em ratas Wistar, adultas,
na concentragdo de 3% do oleo, sendo que em um grupo a aplicagdo foi oral e em outro
intra-vaginal, e os resultados ndo demonstraram alteracdes clinica, macroscopica,

hematologicas e histopatoldgicas.

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos nos testes de iritagdo em coelho ¢ nas analises
histologicas dos uberes, pode-se concluir que a formulagdo do fitoterapico a partir da
associacdo do veiculo com 3% de 6leo de orégano ndo produziu reagdo de toxicidade
grave, sugerindo a possibilidade de testar a atividade antimicrobiana deste produto em

vacas com mastite nas condigdes propostas no experimento.
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Figura 1: Teste de irritagdo dérmica em coelho, demonstrando o “Patch”.

Figura 2: Teste de irritacdo ocular em coelho 24h apos aplicagdo do tratamento (veiculo acrescido de 6leo
de orégano a 3%). Observa-se secregdo ocular e opacidade.

Figura 3: Teste de irritagdo ocular em coelho 48h apds aplicagdo do tratamento (veiculo acrescido de 6leo
de orégano a 3%). Observa-se auséncia de secre¢do ocular e de opacidade.
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| Corporeaamylacea

o e

Hiperplasia e dilatagdo de ductos

Figura 4: Analise histologica do quarto AD da vaca 1, demonstrando a hiperplasia e dilatagio de ductos e

a corporea amylacea.

Figura 5: Analise histologica do quarto AD da vaca 2, demonstrando a fibrose intersticial (+++) e

infiltrado inflamatorio de células mononucleares e polimorfonucleares no instersticio (++)
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(Application intramammary of the essential oil oregano (Origanum vulgare) n the

treatment of bovine mastitis)
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RESUMO

Mastite ¢ a doenca de bovino leiteiro que causa grandes prejuizos, sendo os principais
agentes etiologicos bactérias dos géneros: Staphylococcus spp., Streptococcus spp. €
Corynebacterium spp. Testou-se uma formulacdo fitoterdpica com o6leo essencial de
orégano a 3% para aplicagdo intramamaria em vacas com mastite subclinica. Amostras
de leite foram coletadas para confirmagdo do agente bacteriano relacionado a infec¢ao
mtramamaria. O grupo tratamento foi composto por 15 quartos tratados com
fitoterapico, em sete foram isolados bactérias do género Streptococcus sp. € em oito
Staphylococcus coagulase positiva. No grupo controle composto por 14 quartos, foi
aplicado gentamicina a 1,35%, com relagdo aos agentes isolados seis eram do género
Streptococcus sp., € oito Staphylococcus coagulase positiva. Os parametros utilizados
para eficacia dos resultados foram California Mastitis Test (CMT), Contagem de
Células Somaticas (CCS) e cura microbiologica avaliada por cultura bacteriana. Os
resultados nos dias 3, 7, 14 e 21 apoOs tratamento, ndo demonstraram diferenca
significativa (p>0,05) entre os grupos com relagio ao CMT e CCS. Entretanto, houve
diferenca estatistica para a cura microbiologica em todos os dias analisados (p<0,05),
em favor do grupo controle. Conclui-se que o 6leo de orégano na formulagdo utilizada
ndo foi eficiente no tratamento da mastite subclinica.

Palavras-chave: mastite, tratamento, bactérias, Origanum vulgare
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ABSTRACT

Mastitis is a disease of dairy cattle that causes the greatest damage, with the main
etiologic agents of bacteria, mamly of the genera: Staphylococcus spp., Streptococcus
spp. and Corynebacterium spp. In this study tested a herbal formulation with essential
oill of oregano to 3% for mtramammary application n cows with subclinical mastitis.
Mik samples were collected from mammary glands, to confirm the bacterial agent. The
treatment group was composed of 15 breasts, of which seven were isolated in bacteria
Streptococcus sp. and in eight Staphylococcus coagulase positive. The control group,
treated with 14 breasts, that was applied commercial product based on gentamicin
concentration of 1.35% and the bacterial isolates belonged to six genera Streptococcus
sp., and eight to the genus Staphylococcus. Were used as eflicacy parameters the
California mastitis test (CMT), Somatic Cell Count (SCC) and microbiological cure
assessed by bacterial culture of samples of milk from mammary glands treated. The
results on days 3, 7, 14 and 21 after treatment showed no significant difference (p>
0.05) between groups with respect to the CMT and SCC. However, there was statistical
difference for the microbiological healing on days 7 and 14 after treatment (p <0.05) in
favor of the control group. It can be concluded that under the experimental conditions
the oil of oregano i the formulation used was not effective i the treatment of
subclinical mastitis

Keywords: mastitis, treatment, bacteria, Origanum vulgare

INTRODUCAO

Mastite ¢ a reagcdo inflamatéria da glindula mamaria causada por agentes de
natureza infecciosa, toxica ou traumatica que altera as caracteristicas fisica, quimica e
microbiologica do leite e também leva a alteragdes patologicas na glindula maméria. E
considerada a doenga que causa os maiores prejuizos a producdo leiteira, reduzindo a
quantidade e qualidade do leite e derivados lacteos. Alguns dos problemas causados
pela mastite ¢ o custo com medicamentos, aumento da mao-de-obra e prejuizo pelo leite
descartado durante e apds tratamento com antibidticos (Schalm et al, 1971; Costa et
al.,1999; Santos, 2003).

Grande parte dos casos de mastite s3o subclinicos, nos quais o nimero de células
somaticas encontra-se aumentado, porém nao sdo observadas alteragcdes fisicas

macroscopicas no leite (Sears et al, 1993).
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Os principais agentes bacterianos encontrados associados a mastite bovina sio
Staphylococcus —aureus, Staphylococcus spp. coagulase negativos, Streptococcus
agalactiae, S. dysgalactiae, Streptococcus sp. de origem fecal, Corynebacterium bovis,
enterobactérias e outras bactérias Gram negativas (Schalm, 1971).

O controle da mastite bovina e a cura dos animais infectados constituem um dos
maiores problemas enfrentados pela pecudria leiteira (Degraves e Fetrow, 1993) e ¢ a
principal causa de tratamento das vacas em lactagdo. Alm disso, o uso de
antimicrobianos pode trazer riscos ao consumidor (Costa et al., 1995; Coelho, 2003).

O aumento da consciéncia ecologica, aliada a desconfianca no sistema de
produgdo e distribuicdo de alimentos convencionais, tem propiciado um crescimento da
demanda de alimentos originarios de sistemas organicos de producdo (Feiden et al.,
2002). O desafio ¢ integrar os diferentes enfoques em estudos com rigor cientifico,
necessariamente, integrando as realidades sociais e ecologicas das comunidades rurais
(Méndez e Gliessman, 2002).

Viarios grupos de pesquisadores tém estudado a atividade bioldgica de plantas
medicinais origindrias de diversas regides do mundo orientados pelo uso popular das
espécies nativas (Duarte, 2006). Dentre essas plantas, estd o Origanum vulgare que vem
sendo pesquisado devido a seu efeito antimicrobiano. Diversos autores comprovaram
sua atividade antibacteriana frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas (Albado
et al. 2001; Arcila-Lozano et al., 2004)

Tendo em vista os varios trabalhos comprovando a atividade antimicrobiana do
Oleo essencial de Origanum vulgare em testes in vitro, o objetivo da pesquisa foi avaliar

sua atividade antibacteriana na aplicagdo intramamaria em vacas com mastite.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em trés Unidades de Produgdo Leiteira (UPL),
sendo duas no municipio de Pelotas e a outra no municipio de Piratini. As vacas eram
das racas Holandés e Jersey, e estavam em diferentes estagios de lactagdo, com média
de producdo didria entre 10 e 12 litros de leite. Nao foram incluidos no experimento
vacas nos primeiros 15 dias de lactagdo e nos ultimos 45 dias pré-secagem.

Os animais em ordenha foram submetidos a exames para deteccdo de mastite
clinica (teste da caneca de fundo escuro) e subclinica (California Mastitis Test-CMT).
Amostras de leite dos quartos diagnosticados positivos nesses testes foram coletadas

assepticamente em tubos de vidro estéreis, refrigerados e encaminhados ao Laboratorio
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de Doengas Infecciosas da Faculdade de Veterinaria da UFPel, onde foram semeados
em agar sangue, incubados & 37°C aerobiamente em estufa por até 48h, sendo entio
realizado o diagnostico bacterioldogico. As colonias isoladas foram caracterizadas
segundo Quinn et al. (1998).

O orégano utilizado no estudo foi adquirido de distrbuidora comercial. A
extragdo do Oleo e a andlise cromatografica foi realizada no Laboratorio de Fitoquimica
do Instituto de Quimica Analitica e Geociéncias da UFPel. A extracdo foi realizada por
hidrodestilagio em aparelho de Clevenger e a andlise por Cromatografia Gasosa com
detector de ionizacdo por chama. Como veiculo para o fitoterapico, foi utilizado o
mesmo meio base empregado na preparagdo de produto intramamario comercial,
fornecido por uma industria farmacéutica. Todo procedimento de preparo do
fitoterapico foi realizado em capela de fluxo laminar com material esterilizado. Apos a
preparagdo, o fitoterapico foi distribuido em seringas estéreis envoltas por papel
aluminio, na quantidade de 10mL. O produto era sempre preparado de um a trés dias
antes da primeira aplicacdio e mantidos sob refrigeracdo a temperatura de 4°C até sua
utilizagao.

A metodologia utilizada na avaliagdo da eficicia do produto seguiu as normas da
APVMA (1996). Para serem incluidos no experimento, os animais apresentaram em
pelo menos um quarto mamario, o mesmo agente bacteriano em trés prévias coletas de
leite. Cada quarto mamario foi alocado aleatoriamente em um de dois grupos. O grupo
um (1), recebeu o tratamento fitoterapico na concentragdo de 3% de oleo de orégano.
Neste grupo dos 15 quartos tratados, os agentes bacterianos isolados foram os seguintes:
Staphylococcus coagulase positiva (8), Streptococcus agalactiae (3), Streptococcus sp.
(2) e Streptococcus dysgalactiae (2). O grupo dois (2) foi o controle, sendo aplicado
produto comercial a base de gentamicina na concentragdo de 1,35% em 14mquartos
mamarios, sendo os agentes bacterianos isolados: Staphylococcus coagulase positiva
(8), Streptococcus sp. (2), Streptococcus agalactiae (2), Streptococcus dysgalactiae (1)
e Streptococcus uberis (1). As aplicagcdes ntramamarias foram realizadas em cinco
ordenhas consecutivas. Para andlise dos resultados foram realizados no dia 0 e nos dias
3, 7, 14 e 21 pos tratamento, teste da caneca de fundo preto e CMT, para detectar
mastite clinica e subclinica respectivamente, além de coleta de leite para Contagem de
Células Somaticas (CCS) e analise microbiologica, sendo que a ultima nao foi analisada
no dia trés pos tratamento. As amostras de leite foram coletadas em frascos estéreis

assepticamente e as analises foram feitas no Laboratorio de Doengas Infecciosas da



62

UFPel. A CCS foi realizada por microscopia otica segundo Schalm et al. (1971). Para
analise microbiologica o leite foi semeado em placas de agar sangue e incubadas por
48h a 37°C, sendo entdo as colonias identificadas segundo Quinn et al (1988). O
parametro definitivo que indicou eficicia ou ndo do fitoterapico foi cura ou ndo cura
microbiologica. Os demais parametros foram avaliados como ndicadores de
recuperagdo da satde do tbere.

As anilises estatisticas de CMT foram realizadas segundo o método Kruskall-
Wallis, de CCS por ANOVA e a cura microbiologica pelo teste do qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O oOleo essencial utiizado para a formulacdo do fitoterdpico possuia como
principais constituintes o-terpineno, 4-terpineol e timol e apresentou baixa concentragdo
de carvacrol. Cleff (2008) pesquisou a a¢do antimicrobiana de oito diferentes amostras
de orégano e obteve variagdo tanto na concentra¢do inbitoria minima do 6leo frente aos
microrganismos, quanto nas concentragdes dos constituintes. Demonstrando a
variabilidade de resultados de acordo com a constituicdo do 6leo, bem como a relagao
de timol e carvacrol, em que os melhores resultados encontrados por esse autor foram
com os Oleos que apresentaram maior relagdo entre os dois constituintes.

Durante o experimento, um quarto mamario do grupo tratamento apresentou
mastite clinica entre os dias 7 e 14, sendo tratado com antibiotico e retirado do
experimento ¢ um animal do grupo controle foi retirado da ordenha apds o dia 14, por
apresentar baixa producdo leiteira. Portanto chegou-se ao final do experimento com 14
quartos mamarios tratados no grupo um e 13 no grupo dois.

Na presente pesquisa ndo houve diferenca entre os tratamentos com relagdo ao
CMT e CCS em todos os dias analisados. O grupo controle variou significativamente a
CCS com contagem maior no dia trés € menor nos dias 7 e 21 apos tratamento. No
grupo tratamento ndo houve variagdo na CCS nos diferentes dias de coleta, assim como
no CMT para os dois grupos (Tab.1). A metodologia de avaliagdo do tratamento
realizada nessa pesquisa, foi semelhante a utilizada por Reis et al. (2003) em que foram
tratados 83 quartos mamarios de vacas com mastite subclinica, com aplicagdao
mtramamaria de 250mg de cefacetril sdédico (cefalotina). Os grupos tratados e controle
foram avaliados nos dias zero, 14, 25 e 40 apo6s o tratamento por meio de provas de

CMT, CCS, isolamento e identificacdo de patogenos. Esses autores obtiveram aos 14
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dias apds o tratamento, acentuada dimmnuicdo da CCS e de reagdes positivas ao CMT

nos animais tratados.

Tabela 1: Média de CCS e CMT nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 apds tratamento com Oleo de

orégano a 3% (1) e controle com antibiotico (2)

Dia CCS CMT
Trat 1 Trat 2 Trat 1 Trat 2
0 5,99 6,11°° 2,53 2,29
3 5,96 6,47 2,27 1,86
7 5,88 5,64° 1,87 1,21
14 5,75 6,01*° 1,79 1,57
21 5,81 5,72° 1,79 1,15

Obs: Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa nas médias entre dias de coleta no

mesmo tratamento (p<0.05); CCS: Contagem de Células Somaticas; CMT: California Mastitis Test

Com relagdo a cura microbioldgica, em todos os dias analisados houve diferenca
significativa, em favor do grupo controle tratado com gentamicina. Na andlise dos
resultados dos 14 dias apds tratamento a diminuigdo das infecgdes intramamarias (IIMs)
foi de 28,57% nos quartos em que utilizou-se a formulacdo fitoterapica. Porém, nos
quartos tratados com gentamicina o percentual de cura foi de 78,57% (Tab.2). Nesse
mesmo periodo pos tratamento Reis et al. (2003) obtiveram como resultado redugdo de
61,4% das IIMs. Os mesmos autores observaram que entre os dias 25 e 40 apos
tratamento as diferencas ndo foram significativas (P>0,05), ocorreram recidivas ou
reinfec¢des nos tetos tratados. O mesmo ocorreu na presente pesquisa na avaliacdo de
21 dias pds tratamento, onde um animal apresentou reinfeccdo com outra espécie
bacteriana (Streptococcus sp. para Staphylococcus coagulase positiva).

A produgdo da enzima coagulase ¢ utilizada para dividir os Staphylococcus em
coagulase positiva formado pelo S. aureus, S. intermedius e S. hyicus, rotineiramente
agrupados como S. aureus, e coagulase negativa (Sears et al, 1993). A pobre resposta
das mastites por S. aureus a antibioticoterapia tem sido foco de uma variedade de
estudos no esforco de determinar quais sdo os fatores responsaveis por falhas na terapia,

de modo que no futuro os tratamentos sejam mais efetivos (Cardoso et al., 2000).
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Tabela 2: Frequéncia de cura microbioldgica de quartos com mastite subclinica, apds

tratamento com fitoterapico (1) e controle com antibidtico (2)

Cura/nao cura

Dia Tratamento Total Staphylococcus  Streptococcus % total de
coagulase positiva spp. cura

7 1 5110 3/5 2/5 33,33°
2 11/3 5/3 6/0 78,57%
14 1 4/10 2/6 2/4 28,57°
2 11/3 5/3 6/0 78,57
21 1 4/10 2/6 2/4 28,57
2 10/3 4/3 6/0 76,92°

Obs.: Letras diferentes indicam diferenca estatistica com p<0,05 ao teste do qui-quadrado

A mastite por S. aureus facilmente persiste, € os Staphylococcus coagulase
negativa também podem persistir na glindula mamaria e causar moderado aumento na
CCS do leite (Taponen & Pyordld, 2009). A persisténcia dos Staphylococcus spp.
também foi observada na pesquisa, onde o percentual de cura dos quartos tratados com
fitoterapico foi de 37,5% no dia sete e de 25% nos dias 14 e 21 apds tratamento, com
relacdo aos quartos controle tratados com gentamicina os percentuais de cura foram de
62,5% nos dias 7 e 14 e de 57,1% no dia 21 apds tratamento.

No caso dos quartos ifectados por Streptococcus sp., o percentual de cura
microbiologica com uso de antibiotico foi de 100% nos dias 7, 14 e 21 apo6s tratamento.
Mesmo nos quartos infectados com Streptococcus spp., o tratamento com fitoterapico
apresentou baixo percentual de cura, que foi de 28,57% no dia sete e de 33,3% nos dias
14 e 21 apos tratamento. O resultado com uso de antibidtico, foi semelhante ao de
Langoni et al. (2000) que obtiveram uma média de cura ap6és 21 dias do tratamento com
dois diferentes antibidticos € uma associagdo de ambos de 84,6% frente a Streptococcus

agalactiae.

CONCLUSAO

A formulagdo fitoterapica com 3% de Oleo essencial de orégano ndo foi eficiente
no tratamento da mastite subclinica, porém como o efeito antimicrobiano desse oleo ja
foi comprovado em testes in vitro, outros trabalhos in vivo devem ser realizados com

outras amostras de orégano e outras formulagdes.
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DISCUSSAO GERAL

A presenga de fungos em leite bovino, tanto em amostras coletadas de tanque,
quanto ao pé da vaca, tem sido evidenciada por muitos autores. No presente trabalho em
7,74% das 1499 amostras de leite coletadas isolou-se fungos, a grande maioria foram
leveduras com 77,69% dos isolados e destas 68,9% do género Candida. Esses
resultados sdo semelhantes ao encontrado por outros autores. Wunder Junior (2007)
isolou fungos em 13,4% das amostras de leite reagentes ao CMT, enquanto o percentual
de fungos isolados por Santos e Marin (2005) foi de 25,4%. Estes autores também
encontraram leveduras do género Candida como as mais prevalentes com 38,5% e
17,3%. Costa et al (2008) obtiveram uma frequéncia média de isolamento de leveduras
de 3,4% entre as 17 propriedades pesquisadas no estado de Minas Gerais, mas também
encontraram o género Candida como o mais frequente, em 98,1% das leveduras
isoladas.

A variagdo de concentracdo das substancias quimicas encontradas em Oleo
esencial de orégano tem sido comprovada. A andlise cromatografica do dleo essencial
utilizado nos testes in vitro e in vivo, demonstrou como principais componentes o-
terpineno, 4-terpineol e timol, Cleff (2008) também encontrou esses componentes como
os de maior concentracdo quando comparou a ac¢do anticandida de oito dleos de
orégano. Porém constatou também, variacdo na concentracdo dos compostos quimicos,
bem como do efeito antifingico entre os 6leos testados.

Nos testes in vitro realizados  nessa pesquisa utilizou-se microrganismos
isolados de amostras de leite bovino reagentes ao CMT. A agdo bactericida foi testada
frente a 71 bacterias, dos géneros Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e
Corynebacterium spp. Para testar a atividade antifingica do O6leo utilizou-se 35
leveduras, sendo a maioria (32), pertencentes ao género Candida spp. A CBM variou de
0,23% a 2% sendo um isolado de Streptococcus sp. o mais sensivel A atividade
antibacteriana do dleo de orégano tem sido comprovada por outros pesquisadores, frente
a bacterias Gram positivas € Gram negativas, havendo variacio na CBM (DORMAN &
DEANS, 2000; REHDER et al, 2004). No teste da atividade antifingica a CIM ¢ CFM
variaram de 0,0625% a 1%, sendo a C. intermedia a mais sensivel ¢ as duas amostras de
C. krusei mais resistentes. Outros pesquisadores tém testado e comprovado a acdo do
Oleo de orégano frente a leveduras em testes in vitro. Helal & Stelato (2009) testaram 10
amostras de orégano frente ao género Candida, e obtiveram como resultado um melhor

efeito antimicrobiano em espécies de Candida albicans e C. krusei. Giordani et al
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(2004), também comprovaram a acdo antifingica do o6leo essencial de O. vulgare em
Candida albicans. Autores tem comprovado também a acdo mibidora do Oleo de
orégano frente a fungos filmentosos (PEREIRA et al., 2006).

A comprovacdo da atividade bactericida e fungicida em testes in vitro do oléo de
orégano, tem levado pesquisadores a testar em animais experimentais (CLEFF, 2008).
Avaliacdo da atividade bactericida do oléo de orégano em vacas para tratamento de
mastite com aplicagdo intramamaria ndo foram descritos. Nessa pesquisa objetivou-se
avaliar a atividade do dleo em vacas com mastite subclinica com presenga persistente
do mesmo agente bacteriano. Os resultados obtidos frente as bacterias dos género
Staphylococcus e Streptococcus ndo foram satisfatorios. Em comparagdo com o grupo
controle, em que foi utiizado antibidtico comercial a base de gentamicina, ndo houve
diferenga entre os tratamentos nos dias analisados, com relagdo a CCS e CMT, porém
houve significativa diferenga entre os tratamentos com relagdo a cura microbioldgica
nas coletas de leite realizadas nos dias 7 e 14 apos realizagdo dos tratamentos, em favor

do grupo controle.
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CONCLUSAO

Conclui-se a partir do presente trabalho que:

- fungos de diversas espécies foram isolados de leite bovino reagente ao CMT,
pertencentes aos géneros Candida, Rodotorula, Kodamaea, Trichosporon asahii,
Malassesia furfur, Cryptococcus laurentii, Penicillium, Curvularia, Aspergillus,
Alternaria, Clodosporium e Rhizopus;

- 0 Oleo essencial de orégano produz efeito bactericida e fungicida frente a
microrganismos isolados de leite bovino mastitico;

- os testes realizados em mucosa ocular € derme de coelho, com o Oleo de
orégano a 3% ndo demonstraram atividade toxicologico persistente;

- a avaliacdo histologica de tberes de vacas tratadas com Oleo nessa mesma
concentracdo, ndo apresentou diferenca com relagdo a tratada com antibidtico, com
achados histologicos semelhantes ao quadro de mastite.

- os testes in vivo, como aplicacdo intramamaria para tratamento da mastite
subclinica, na concentragdo de 3% nas condicdes testadas, produziu efeito inferior ao

controle tratado com antibidtico;
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