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FORMATO DA DISSERTAÇÃO 

 

A presente dissertação é composta por quatro capítulos. O capítulo 1 

apresenta uma introdução geral, justificativa e os objetivos de estudo. O capítulo 

2 aborda, em formato de um artigo científico completo contendo referências, 

intitulado como “Uso de um medicamento com óleo essencial de melaleuca 

(Melaleuca alternifolia) na secagem e tratamento intramamário de vacas 

leiteiras” que está sendo formato nas normas da revista The Veterinary Journal 

(anexo 1). 

O capítulo 3 refere-se a artigo científico completo, intitulado como “Uso 

do óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) para secagem de búfalas 

Murrah em uma fazenda orgânica”, contendo referências e formatado nas 

normas da revista Australian Veterinary Journal (anexo 2). 

O capítulo 4 finaliza esta dissertação com conclusões e considerações 

finais, delineando os possíveis e impactos e perspectivas futuras do 

conhecimento gerado. As referências do capítulo 1 encontram-se ao final da 

dissertação.   
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RESUMO GERAL 

 

A mastite é um dos principais problemas encontrados em propriedades 

pecuárias leiteiras, afetando diretamente a produção e a lucratividade da 

atividade pela perda da saúde. Para prevenir ou tratar as infecções da mama 

usam-se antibióticos, todavia, o uso sem critério contribui com a resistência 

antimicrobiana um problema de saúde única. Mediante a pressão para uma 

redução do uso de antibióticos, cresce a busca por alternativas, entre essas o 

uso de medicamentos derivados de extratos vegetais. Objetivou-se investigar a 

eficácia do uso óleo essencial de melaleuca (OEM), derivado da árvore 

Melaleuca alternifolia na secagem de vacas bovinas Holandesas e bubalinas 

Murrah, assim como para o tratamento de mastites em vacas bovinas Jersey em 

lactação. Formulou-se um medicamento com uma concentração de 5% de OEM 

(M5), equivalente a 200mg de OEM por aplicação para proteção de vacas 

bovinas e bubalinas durante o período seco, e uma concentração de 10% (M10), 

equivalente a 400mg de OEM por aplicação para tratamento da mastite em vacas 

Jersey em lactação. Para a avaliação do OEM 5% (M5) determinou-se a 

concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida mínima 

(CBM). Verificou-se a inocuidade por meio de exame físico específico (EF), 

ultrassonografia (US) e termografia infravermelha de tetos (TRI). A eficácia da 

proteção durante o período seco, foi avaliada pela comparação de exame de 

secreção por meio do California mastitis test (CMT) no momento da secagem 

(CMTs) e o CMT no pós-parto (CMTpp) e contagem de células somáticas (CCS) 

no momento antes da secagem (CCSs) e durante 100 dias de lactação (DEL) no 

pós-parto (CCSpp), assim como foi avaliada a ocorrência de mastite clínica (MC) 

durante os 100 DEL. Os valores experimentais foram comparados com grupo 

controle positivo (GCSEC, n=9), com terapia da vaca seca (TVS) com antibiótico 

comercial a base de cefalônio anidro 0,25g e excipiente q.s.p. 3,00g (Cepravin®) 

e sulfato de neomicina 400 mg, bacitracina 5.000 UI e veículo q.s.p. 

(Neomastic®). No estudo com búfalas Murrah (n= 12), comparou-se os 

resultados de forma retrospectiva perante dados históricos de lactação anterior. 

As vacas foram examinadas físico-clinicamente, por ultrassonografia e 

termografia. A saúde do úbere foi também monitorada nos primeiros 100 DEL 

posterior ao tratamento e indiretamente por meio da CCS e o CMT. No uso do 
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óleo de melaleuca 10% (M10), em experimento duplo cego, no tratamento de 

vacas infectadas (CSS > 200.000 CCS/mL) no grupo com óleo de melaleuca 

(GOMAS, n=9), grupo placebo (GPMAS, n=10) e grupo controle negativo (GCMAS, 

n= 9), a avaliação da eficácia do tratamento, foi determinada por meio das taxas 

de cura bacteriológica (TCB) avaliadas comparadas antes do início do 

tratamento, no dia 0 (D0), 24 horas após o fim do tratamento, no dia 3 (D3) e 14 

dias após o início do tratamento (D14) com aplicação do M10. A comparação 

entre grupos em relação ao estudo de secagem de vacas bovinas, revelou uma 

diferença (P<0,05) nos valores CCS, superiores para o grupo com OEM (GOSEC, 

n= 11) em relação ao GCSEC. Entretanto, o M5 demonstrou-se eficaz na 

prevenção de mastite clínica no pós-parto. Para o estudo de secagem de vacas 

bubalinas, não foram observadas diferenças de valores de CCS e CMT 

diferenças (P>0,05) entre as lactações. Para o estudo de tratamento de mastite 

inaparente, o exame físico (EF) não apresentou diferenças (P>0,05) na 

comparação entre e intragrupos; porém, observaram-se maiores ocorrências de 

MC para o GP (P=0,0019). Para o M10 observou-se um efeito bacteriostático, 

verificado pelo aumento transitório da cultura negativa no D3 (P=0,0338). O 

OEM, apesar de indicativos de inflamação aguda, mostrou-se seguro para uso 

por via intramamária nas concentrações testadas, sem efeitos adversos graves. 

O produto mostrou-se efetivo para proteção de vacas durante o período seco, 

porém ineficaz para o tratamento de vacas com mastite inaparente, apesar de 

observados uma ação bacteriostática, que deverá ser melhor investigada.  

 

Palavras-chave: Mastite; Saúde do úbere; Concentração inibitória mínima 

(CIM); Concentração bactericida mínima (CBM); Terapia da vaca seca. 
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ABSTRACT 

 

Mastitis is one of the main problems found in dairy farms, directly affecting the 

production and profitability of the activity due to loss of health. To prevent or treat 

intramammary infections, antibiotics are used, however the use without criteria, 

contributes to antimicrobial resistance a unique health problem. Through 

pressure to reduce the use of antibiotics, the search for alternatives is growing, 

including the use of medicines derived from plant extracts. The objective was to 

investigate the effectiveness of using tea tree oil (TTO), derived from the 

Melaleuca alternifolia tree in the dry-off Holstein-Friesian cattle and Murrah 

buffalo cows, as well as for the treatment of mastitis in lactating Jersey cows. A 

drug was formulated with a concentration of 5% of TTO (M5), equivalent to 

200mg of TTO per application to protect bovine and buffalo cows during the dry 

period, and a concentration of 10% (M10), equivalent to 400mg of TTO by 

application for the treatment of mastitis in lactating Jersey cows. For the 

evaluation of the OEM 5% (M5) the minimum inhibitory concentration (MIC) and 

minimum bactericidal concentration (CBM) were determined. Innocuousness was 

verified by means of specific physical examination (PE), ultrasound (US) and 

infrared teat thermography (IRT). The effectiveness of protection during the dry 

period was assessed by comparing the secretion exam using the California 

mastitis test (CMT) at the time of drying (CMTdry) and the postpartum CMT 

(CMTpp) and somatic cell count (SCC) in the moment before drying (SCCdry) 

and during 100 days in milking (DIM) in the postpartum period (SCCpp), as well 

as the occurrence of clinical mastitis (CM) during the 100 DIM. The experimental 

values were compared with a positive control group (GCDRY, n = 9), with dry cow 

therapy (DCT) with commercial antibiotic based on 0.25g anhydrous 

cephalonium and excipient q.s.p. 3.00g (Cepravin®) and neomycin sulfate 400 

mg, bacitracin 5,000 IU and vehicle q.s.p. (Neomastic®). In the Murrah buffalo 

study (n=12), the results were compared retrospectively against historical data 

on previous lactation. The cows were examined physically-clinically, by 

ultrasound and thermography. Udder health was also monitored in the first 100 

DIM after treatment and indirectly through SCC and CMT. In the use of tea tree 

oil 10% (M10), in a double blind experiment, in the treatment of infected cows 

(SCC> 200,000 SCC/mL) in the group with tea tree oil (OGMAS, n=9), placebo 
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group (PGMAS, n=10) and negative control group (CGMAS, n=9), the evaluation of 

treatment efficacy, was determined by means of the bacteriological cure rates 

(BTR) evaluated compared before the start of treatment, on day 0 (D0), 24 hours 

after the end of treatment, on day 3 (D3) and 14 days after the start of treatment 

(D14) with application of M10. The comparison between groups in relation to the 

drying study of bovine cows, revealed a difference (P <0.05) in the SCC values, 

higher for the group with TTO (OGDRY, n=11) in relation to the CGDRY. However, 

M5 has been shown to be effective in preventing clinical mastitis in the 

postpartum period. For the study dry-off buffalo cows, no differences in SCC and 

CMT values were observed (P> 0.05) between lactations. For the study of 

treatment of subclinical mastitis, the physical examination (FE) showed no 

differences (P> 0.05) in the comparison between and within groups; however, 

there were higher occurrences of CM for the PG (P = 0.0019). For M10, a 

bacteriostatic effect was observed, verified by the transient increase of the 

negative culture in D3 (P=0,0338). The TTO, despite being indicative of acute 

inflammation, proved to be safe for intramammary use at the concentrations 

tested, without serious adverse effects. The product proved to be effective for 

protecting cows during the dry period, but ineffective for the treatment of cows 

with subclinical mastitis, despite the observation of a bacteriostatic action, which 

should be further investigated. 

 

Keywords: Mastitis; Udder health; Minimum inhibitory concentration; Minimum 

bactericidal concentration; Dry cow therapy.  
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CAPÍTULO 1 

 

INTRODUÇÃO E CONTEXTUALIZAÇÃO 

O início da década de 2010 apresentava um cenário promissor para a 

produção de leite no Brasil, confirmado por um crescimento de 16,1% até o ano 

de 2019 (Spers et al. 2013; IBGE, 2020). Em 2020, influenciado pelos efeitos da 

pandemia de SARS-Covid-19, o isolamento social implicou no aumento da 

demanda de leite e produtos derivados, potencializado pela sustentação por 

meio do programa de auxílio emergencial (CEPEA, 2020). 

Porém sem saúde da vaca, não há produção de leite. A mastite é uma 

das principais enfermidades da pecuária leiteira (Aghamohammadi et al. 2018). 

A mastite afeta diretamente a saúde do úbere e a saúde geral da vaca. O uso 

sem critérios de antibióticos no tratamento das mastites, pode estimular o 

aparecimento de resistência antimicrobiana (Hogeveen et al. 2011), 

potencializando ainda mais os prejuízos econômicos causados pelas infecções 

intramamárias (Roboisson et al. 2020).  

A partir da pressão realizada por consumidores, buscam-se alternativas 

para a utilização de antibióticos sintéticos (Patel et al. 2020). Dentre as 

alternativas, estão substâncias ativas derivadas de plantas, como óleos 

essenciais. Estima-se que existam mais de 3000 óleos essenciais obtidos por 

destilação, fermentação, prensagem, extração, hidrólise e aeração (Freires et al. 

2015). Todavia, a principal forma de extração é a destilação por arraste de vapor, 

método pelo qual se obtém o óleo essencial de melaleuca (OEM), a partir das 

folhas da árvore Melaleuca alternifolia (Carson et al. 2002). O OEM possui 

potencial antimicrobiano e anti-inflamatório e é composto por hidrocarbonetos 

terpênicos, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e seus álcoois 

associados (Carson et al. 2006).  

Apesar de ser originária na Austrália, está espécie apresenta boa 

adaptação ao clima brasileiro. As análises de padrão de qualidade do OEM, por 

cromatografia gasosa e espectrometria de massa, não apresentam alteração na 

composição da planta no Brasil, garantindo concentrações semelhantes de 

Terpinen-4-ol, que confere ao OEM suas ações farmacológicas (Oliveira et al. 

2015). 



 

7 

 

Em bovinos, as pesquisas ainda são incipientes. No entanto, estudos in 

vitro demonstram que o OEM apresentou ação antimicrobiana de seus 

componentes, principalmente contra S. aureus e. coli obtidos de vacas com 

mastite (Buldain et al. 2018). Efeitos acaricidas foram testados inicialmente in 

vitro contra Rhipicephalus microplus e em seguida comprovados em vacas 

leiteiras (Pazinato et al., 2014; Boito et al., 2016). Topicamente, o OEM ainda foi 

avaliado como agente cicatrizante e analgésico em bovinos queimados com ferro 

quente (Tucker et al., 2014) e na dermatite digital em vacas (Smith et al., 2014). 

Um produto intramamário com ação SIT a base de extratos vegetais incluindo o 

OEM, protegeu o sistema mamário, sem efeitos colaterais (Mullen et al., 2014).  

A utilização do OEM pode ser valiosa, dado o considerável número de 

pesquisas in vitro e in vivo que têm avaliado suas propriedades antimicrobianas 

e anti-inflamatórias (Cox et al. 2000; Carson et al. 2002; Mullen et al. 2014). 

Contudo, avaliações envolvendo aplicação intramamária ainda inexistem e 

precisam ser conduzidas para se confirmar seu potencial para o tratamento das 

mamites em vacas, tanto bovinas quanto bubalina. 

Inexiste no mercado brasileiro um produto natural para uso intramamário 

para prevenção de mastites no período seco ou apto para o tratamento de 

mastites durante a lactação, e produtos disponíveis no mercado estadunidense 

e Canadá como Phytomast® e Cinatube® (Pinedo et al. 2013; Mullen et al. 2014) 

não estão disponíveis para comercialização no mercado interno. Em 

propriedades de produção orgânica, faz-se o uso de selantes internos para tetos, 

para proteger a glândula de uma infecção ascendente durante o período seco; 

porém, essa opção não apresenta ação antimicrobiana Meaney (1977). 

O OEM para aplicação intramamária poderia preencher essa lacuna 

terapêutica, necessitando-se avaliar sua compatibilidade com a mucosa do teto, 

além da verificação do potencial do óleo para proteção contra infecções 

intramamárias e tratamento de vacas com mastites infecciosas. 

Logo, esta dissertação objetivou: 

1. Avaliar in vivo a compatibilidade e o potencial do óleo essencial de 

melaleuca (Melaleuca alternifolia) para aplicação intramamária em vacas 

bovinas e bubalinas, como alternativa ao uso de antibióticos sintéticos. 

2. Formular um medicamento a base de OEM, com ação antibacteriana 

para vaca seca e para uso em mastites ambos aplicados por via intramamária. 
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3. Comparar o medicamento natural com produtos comerciais 

intramamários para vaca seca nos aspectos físico clínicos, contagem de células 

somáticas (CCS), termográficos do teto, ultrassonográficos do teto e ocorrência 

de mastites. 

4. Verificar a taxa de cura bacteriológica após término do protocolo 

terapêutico.  
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CAPÍTULO 2 

Original Article 

 
Uso de um medicamento com óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) na 

secagem e tratamento intramamário de vacas leiteiras  

 

Resumo 

Dois estudos, um com controle positivo e outro cego, com placebo e controle negativo, 

foram conduzidos para avaliar o efeito do tratamento intramamário com medicamento 

natural a base de óleo essencial de melaleuca - Melaleuca alternifolia (OEM) sobre a 

proteção contra mastite durante o período seco e tratamento de mastite bovina inaparente. 

Como ingrediente ativo o medicamento, possuía uma concentração de 5% de OEM (M5) 

para o estudo de secagem (SEC) e 10% de OEM (M10) para o estudo de tratamento de 

mastite (MAS). Empregando critérios restritivos, foram utilizadas para o SEC, vacas 

Holandesas (n=20) em estudo experimental longitudinal prospectivo com controle 

positivo. As vacas foram divididas em dois grupos, sendo um grupo óleo melaleuca 

(GOSEC; n=11) e grupo controle positivo (GCSEC; n=9), com terapia da vaca seca (TVS) 

com antibiótico comercial a base de cefalônio anidro 0,25g (Cepravin®) ou sulfato de 

neomicina 400mg, bacitracina 5000 UI (Neomastic®). A TVS foi comparada pela CCS 

no momento da secagem e após o parto, em 100 dias em lactação DEL, ocorrência de 

mastite clínica (MC), California mastitis test - CMT na secagem (CMTs) e CMT no pós-

parto (CMTpp). Para o MAS, vacas Jersey foram consideradas com mastite quando 

apresentavam reação positiva no CMT. O tratamento de vacas Jersey intramamário diário 

por três dias foi comparado considerando contagem de células somáticas (CCS) pré 

tratamento, comparando o CMT no pré-tratamento e nos dias D1, D2, D3 e D14 pós-

tratamento, produção de leite e temperatura do leite, colhidos nos quatorze dias após o 

início do tratamento para o grupo óleo de melaleuca (GOMAS, n=9), grupo placebo 

(GPMAS, n=10) e grupo controle negativo (GCMAS, n=9). Variáveis como exame físico 

específico (EF) e ultrassonografia de tetos (US), foram comparados para os dois estudos, 

termografia somente para o SEC e taxa de cura bacteriológica para o MAS. Para o SEC, 

os valores médios de TRI de tetos foram maiores para GOSEC no dia 1 (D1; P=0,0084) e 

no dia 7 (D7; P=0,0410) em comparação ao GCSEC. Não foram observadas diferenças 

(P<0,05) pela US de tetos ou por meio do exame físico específico. A semelhança entre 

grupos em relação a ocorrência de mastite (P=0,1337), indicaram a proteção de vacas no 

período seco, mesmo mediante a variação em valores de CCS que apresentaram aumento 
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para o GOSEC para o segundo CL (CCS2; P= 0,0210) e uma tendência de aumento 

significativo no primeiro CL (CCS 1; P= 0,0547) e para o terceiro CL (CCS3, P=0,0578) 

em comparação ao GCSEC. No MAS o desfecho primário foi a evolução do CMT, taxa de 

cura bacteriológica e CCS. Em ambos os grupos avaliados, GOMAS e GPMAS, a bactéria 

mais encontrada foi S. aureus. Os valores para CCS, indicaram um perfil crônico de 

infecção intramamária das vacas avaliadas. Valores de CMT e produção de leite não se 

alteraram (P>0,05) entre os grupos e nos momentos observados, com a exceção da 

diminuição do CMT no D14 para o grupo GOMAS (P=0,0022) e para o GPMAS (P<0,001). 

Os resultados de cultura bacteriológica dos grupos GOMAS e GPMAS não foram afetados 

pelo tratamento (P>0,05). O medicamento foi de fácil aplicação intramamária, 

demonstrou não ser irritante e eficaz in vitro e na proteção de vacas, no que diz respeito 

a proteção durante o período seco. O tratamento implementado na lactação diante do 

perfil de infecção crônica da mama das vacas foi ineficaz para promover a cura 

bacteriológica.  

Palavras-chave: Mastite; Saúde do úbere; Terapia da vaca seca (TVS); Concentração 

inibitória mínima (CIM); Concentração bactericida mínima (CMB). 

Introdução 

A mastite bovina representa um dos maiores motivos de perda da produção 

leiteira, antibioticoterapia e descarte involuntário de vacas nas criações de bovinos de 

leite (Aghamohammadi et al. 2018). Esta enfermidade apresenta-se de maneira inaparente 

ou subclínica, detectada somente por alterações da composição do leite (Gonçalves et al. 

2018), ou por mastite clínica, em suas diferentes formas catarral, apostematosa e 

flegmonosa (Rosenberger, 1993), que por sua vez, além da diminuição da produção de 

leite, implica em outras perdas mediante o uso de medicamentos, mão de obra, 

diagnóstico, descarte do leite podendo culminar no descarte precoce ou até na morte da 

vaca (Aghamohammadi et al. 2018). 

Um fator importante a ser considerado é a diminuição do grau de bem-estar 

apresentado pelas vacas doentes, uma vez que a mastite é pode ser dolorosa (Pol; Ruegg 

2007). Pensando em reversão da situação clínica, o uso de antibióticos é utilizado faz 

muitos anos de maneira indiscriminada, resultando em sérios problemas de resistência 

antimicrobiana e consequentemente busca por controles alternativos da mastite (Gomes; 

Henriques, 2016). Para reverter esse prejuízo, o diagnóstico correto proporciona a 
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diminuição do uso de antibióticos sintéticos (Sanford et al. 2006), assim como o uso 

racional em momentos específicos, como na terapia da vaca seca (TVS), manejo 

determinante para a saúde do úbere, sendo estratégico para mitigar e prevenir a mastite 

(Japheth et al. 2016; Vasquez et al. 2017).  

Contudo o uso de antimicrobianos na profilaxia e tratamento das mastites é 

controverso, pois acumulam-se casos de ineficácia pela resistência bacteriana, descarte 

prolongado do leite, bem como o custo elevado do tratamento (Hogeveen et al. 2011). 

Por isso, estratégias vêm sendo implantadas para um uso mais consciente, como a seleção 

criteriosa para prevenção e tratamento com o uso de antibióticos e a busca por tratamentos 

alternativos (Biggs et al. 2016; Krömker et al. 2019). 

Nesse cenário, apresentam-se os produtos derivados de plantas (Gomes; 

Henriques 2016) e dentre estes os óleos essenciais (Enioutina et al. 2019; Sakkas; 

Papadopoulou; 2017). O óleo essencial de melaleuca (OEM), também conhecido como 

óleo da árvore do chá (Tea tree oil) é composto por hidrocarbonetos terpênicos, 

principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e seus álcoois associados derivado da 

destilação a vapor da planta nativa australiana Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) 

(Carson et al. 2002). Este extrato vegetal, é considerado um antimicrobiano de amplo 

espectro (Carson et al. 2006;  Singh et al. 2016) e juntamente com outros óleos essenciais 

foi usado como um selante intramamário (Mullen et al. 2014) com bons resultados. Seu 

uso foi eficaz contra bactérias da espécie Staphylococcus aureus e Escherichia coli 

retirados de vacas com mastite (Buldain et al. 2018). Apesar destes resultados 

promissores, não foram encontrados na literatura consultada outras pesquisas abordando 

o OEM no controle e tratamento da mastite bovina.  

Os objetivos deste trabalho foram formular e avaliar a eficácia de um 

medicamento a base de OEM para proteção de vacas Holandesas durante o período seco 

e para o tratamento intramamário de vacas Jersey com mastite inaparente. 

 

Materiais e métodos 

Local  

O estudo para proteção de vacas durante o período seco (SEC), foi realizado entre 

novembro de 2019 e fevereiro de 2021 na Fazenda Experimental Gralha Azul (FEGA) no 
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setor de criação de vacas leiteiras, da Pontifícia Universidade Católica do Paraná 

(PUCPR), no município da Fazenda Rio Grande, Paraná, Brasil (latitude 25º 39’ 31’’ sul, 

longitude 49º 18’ 32’’ oeste, e 911 m de altitude). O clima da região é subtropical (Cfb) 

segundo a classificação de Köppen.  

O estudo para tratamento de vacas com mastite inaparente (MAS), foi realizado 

entre dezembro de 2020 e fevereiro de 2021 no setor de bovinocultura leiteira na Estação 

de Pesquisa de Pato Branco (Latitude 25º 13’46’’ sul, Longitude 52º 40’18’’ Oeste e 765 

m de altitude), Paraná, do Instituto de Desenvolvimento Rural do Paraná (IDR – Paraná). 

O clima da região é subtropical (Cfa) segundo a classificação de Köppen. 

 

Preparação dos medicamentos  

O OEM, adquirido da empresa Ferquima®, passou por uma análise por 

cromatografia gasosa e espectrometria de massa revelando uma concentração de 42 % de 

seu principal componente ativo o terpinen-4-ol. Demais informações técnicas podem ser 

verificadas nos documentos anexos (anexo 3).  

Foi formulado um medicamento para aplicação intramamária para proteção de 

vacas no estudo de secagem a 5% de OEM (M5) e avaliação de ação antibiótica com 10% 

de OEM (M10) para o estudo de tratamento de mastite inaparente. O medicamento foi 

formulado segundo os preceitos de boas práticas de manipulação, em laboratório parceiro 

da Empresa Dexter Latina, localizada no município de São José dos Pinhais, Paraná, 

Brasil. 

Obteve-se uma substância coloidal de uso parenteral (intramamário), constituída 

por agente polimerizador Polaxamer etileno e dietileno glicol oxietileno (72,5% p/p) 

(Kolliphor®/BASF) como principal agente estruturador e fornecedor da estabilidade 

física do coloide. Polietilenoglicol (PEG1500) foi empregado como umectante e 

dispersante, e como o ingrediente ativo o óleo de Melaleuca (5 ou 10%). Os compostos 

mencionados formaram sistema emulsionado do tipo A/O (água em óleo). O 

medicamento final foi acondicionado em aplicadores do tipo seringa de uso convencional 

para aplicação intramamária. 

 

Teste de suscetibilidade antimicrobiana 
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O OEM a 5% foi submetido a testes de susceptibilidade antimicrobiana, na 

comparação para CHX 2%, para determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

e concentração bactericida mínima (CBM), por meio de técnicas de micro-diluição em 

caldo para bactérias que crescem aerobicamente de acordo com os procedimentos da 

National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2012). 

Os testes foram realizados em análises em quadruplicada executado em dois 

tempos, para cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 

25922 e duas cepas selvagens de Staphylococcus aureus  oriundas da glândula mamária 

de vacas Holandesas. Em seguida, foram classificadas de acordo com os critérios de 

interpretação da CIM e CBM analisado em µg/mL e % (v/v) de cada bactéria (CLSI, 

2012). 

 

Animais e delineamento experimental 

Estudo de secagem (SEC) 

Dos trinta e cinco animais avaliados foram selecionadas para secagem vinte vacas 

da raça Holandesa preto e branco (HPB) e Holandesa vermelho e branco (HVB). Foram 

utilizados como critérios de inclusão: vacas sem lesões no teto ou úbere, sem mastite 

clínica ou com média de CCS dos últimos três meses pré secagem menor que 400.000 

células/mL, de acordo com limite de aceitação de leite cru para fabricação de leite tipo A, 

imposta pela Instrução normativa nº 76 do MAPA (IN 76; MAPA, 2018). Foram 

selecionadas vacas adultas, com média de 3,6 anos e 1,6 lactações, porém estas 

características não foram utilizadas como critérios de exclusão. Todas as vacas estavam 

em fase final de lactação, permaneceram em rotina diária usual sem alteração do manejo, 

em regime de criação intensiva, por estabulação livre com dieta alimentar balanceada a 

base de silagem de milho, feno e concentrados. As vacas eram ordenhadas em sistema de 

ordenha robotizada e foram submetidas a secagem abrupta com aplicação intramuscular 

de cabergolina 0,112 g (Velactis®).  

As vacas foram separadas em grupo OEM (GOSEC; n=11) e grupo controle 

positivo (GCSEC; n=09). As vacas selecionadas, todas identificadas por meio de brincos, 

foram direcionadas aos grupos de forma aleatória. 
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Para os dois grupos, previamente a ordenha, as vacas passaram no dia 0 (D0) por 

avaliação física específica, com inspeção e  palpação da glândula mamária, com especial 

atenção ao parênquima e tetos, conforme descrito por Grunert (1993); ultrassonografia 

dos tetos (Will et al., 1990; Mulon, 2016; Martin et al. 2018) e termografia dos tetos 

(Sathiyabarathi et al., 2016; Tangorra et al. 2019). O medicamento com OEM a 5% (M5) 

foi aplicado no dia da secagem, após a realização de California mastitis test – CMT 

(Schalm e Noorlander, 1957), com desinfecção da ponta do teto com álcool 70% e 

introdução através de aplicador intramamário do M5 no volume de 4ml (D0). No dia um 

(D1) e dia sete (D7) foram repetidas a avaliação física específica, a ultrassonografia e a 

termografia. O CMT foi repetido em todos os animais sete dias após o parto (Barkema et 

al. 1998; Godden et al. 2017). Eventuais alterações foram anotadas em ficha clínica 

(anexo 4).  

Foram analisados para ambos os grupos, vacas como unidade experimental, na 

avaliação do tempo total de secagem (em dias), CCS, e ocorrências de mastite clínica 

(MC) até os primeiros 100 dias em lactação (DEL) (Bradley et al. 2011; Krömker et al., 

2014). 

Para as análises de ultrassonografia e termografia de tetos e CMT, utilizou-se os 

quartos como unidade experimental (GOSEC; n=44 e GC; n=36).  

 

Estudo de tratamento de mastite inaparente (MAS) 

De 33 animais avaliados, foram incluídas para o tratamento de mastite inaparente, 

28 vacas da raça Jersey, divididas em grupo óleo de melaleuca (GOMAS, n=9), grupo 

placebo (GPMAS, n=10) e grupo controle negativo (GCMAS, n=9), em qualquer estágio de 

lactação, permanecendo em rotina diária usual sem alteração do manejo, em regime de 

criação semiextensiva, com dieta alimentar a base de capim tifton, silagem de milho, 

concentrados. 

Foram utilizados como critérios de inclusão para o GOMAS e GPMAS: vacas sem 

lesões no teto ou úbere, com mastite inaparente, caracterizada sem alterações visíveis no 

leite (Grunert, 1993) e detectadas pelo California mastitis test (CMT) levemente positivo 

(+), positivo (++) e fortemente positivo (+++) de acordo com Schalm e Noorlander, 1957. 

Os animais foram divididos nos grupos de maneira aleatória. 
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Para o GCMAS, foram selecionadas vacas sem MC ou inaparente, com CMT 

negativo (-). Para todos os grupos, idade e ordem de lactação não foram utilizadas como 

critério de exclusão. 

Os animais foram identificados por seus traços morfológicos e brincos 

numerados. As vacas eram ordenhadas duas vezes ao dia em sistema de ordenha mecânica 

fixo do tipo espinha de peixe em duplo seis. 

Previamente a ordenha, considerando quartos como unidade experimental no dia 

0 (D0), todas as vacas passaram por exame físico específico, incluindo inspeção e 

palpação do úbere e tetos, segundo descrito por Grunert (1993) e ultrassonografia dos 

tetos (US) (Will et al., 1990; Mulon, 2016; Martin et al. 2018; Pogliani, 2019). Foi 

realizado o CMT de todos os quartos de modo a selecionar os quartos possivelmente 

infectados (Schalm e Noorlander, 1957). Eventuais alterações foram anotadas em ficha 

clínica (anexo 5) 

Imediatamente após a ordenha, foi realizado a colheita asséptica de leite para 

realização cultura bacteriana (Grunert, 1993) para o GOMAS e GPMAS, e por fim a 

aplicação do medicamento com OEM a 10% (M10) e produto placebo (PP), no volume 

de 4ml, após desinfecção da ponta do teto com álcool 70% e introdução através de 

aplicador intramamário. O tratamento consistiu em uma aplicação diária, após a ordenha 

da tarde, durante três dias consecutivos. O estudo foi conduzido as cegas, com os 

aplicadores intramamários codificados: 1 para M10 e 2 para PP, revelados somente após 

apresentação dos resultados.  

O exame físico específico e US foram repetidos no dia um (D1) e dia 3 (D3) para 

o GOMAS e GPMAS colheita de leite para cultura bacteriológica foi repetida no D3 e dia 14 

(D14). O CMT foi repetido em todos os dias de avaliação, inclusive para o GCMAS (n=36). 

Foram colhidos dados de produção de leite nos quatorze dias de avaliação. 

A eficácia foi avaliada de duas maneiras; primeiro, com ausência de patógenos 

nas amostras de D14 e, segundo com redução dos valores de CMT no D14.  

 

Termografia infravermelha (TRI) do teto 
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As avaliações de TRI dos tetos foram realizadas por conveniência somente para o 

SEC, no período da manhã, com registros individuais de temperatura (em ºC) e umidade 

relativa do ar (URA%), em ambiente aberto com distância de 1 m em posições laterais 

para os tetos laterais e caudal para os tetos posteriores.  A avaliação foi realizada com 

uma câmera infravermelha FLIR modelo E50® (Sathiyabarathi et al., 2016; Tangorra et 

al. 2019). Os termogramas foram analisados pelo programa FLIR tools com determinação 

da temperatura em três pontos do teto (base, centro e ponta) e média geral; e apresentados 

em média e desvio padrão. 

 

Ultrassonografia (US) do teto 

As ultrassonografias foram realizadas em SEC e MAS com um equipamento 

Sonoscape modelo A5V® com probe linear de 9 MHz e EASOTE modelo falco 100 OB 

GYN® com probe linear 8 MHz. Para avaliação das estruturas do teto sem compressão, o 

teto foi imerso em um copo plástico cheio de água morna, com colocação do transdutor 

na parede do copo revestida com gel de ultrassom. As medições foram realizadas no ato 

do exame “ao pé da vaca”. 

As medidas ultrassonográficas foram (em mm): comprimento do canal do teto 

(CCT), medido da Roseta de Fürstenberg até a extremidade distal do canal do teto; 

Diâmetro do teto no mesmo eixo ortogonal no ponto da Roseta de Fürstenberg (DRF), 

diâmetro da cisterna do teto (DCT), espessura da parede do teto (EPT) medidos 

ortogonalmente ao canal do teto, 10 mm acima da Roseta de Fürstenberg (figura 2.1). 

 

Fig.1. Medidas ultrassonográficas (em mm) realizadas no teto bovino.  

   

Legenda CCT: comprimento do canal do teto; DRF: diâmetro do teto medido no eixo ortogonal a Roseta 

de Fürstenberg; EPT: espessura da parede do teto; DCT: diâmetro da cisterna do teto. 
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California mastitis test (CMT), Contagem de células somáticas (CCS) e ocorrência de 

mastites 

 Estudo de secagem (SEC) 

Na secagem, todas as vacas tiveram CMT realizado em cada quarto funcional. A 

reação CMT de cada quarto foi registrada e classificada de acordo com Schalm e 

Noorlander (1957). O CMT (CMTpp) foi realizado cinco dias após o parto (Barkema et 

al. 1998; Godden et al. 2017) e a ocorrência de MC durante os 100 primeiros DEL 

(Krömker et al. 2014). A CCS foi realizada pela Associação Paranaense de Criadores de 

Bovinos da Raça Holandesa (APCBRH), disponibilizando informações via relatórios 

mensais mediante solicitação do produtor. 

Para facilitar visualizar o cronograma de exames realizados, foi elaborado o um 

esquema apresentado na figura 2.  

 

Fig. 2. Esquema demonstrativo dos exames realizados dentro da alternância de período seco e lactação das 

vacas.  

 

Legenda: D – Dia; CMT – California Mastitis Test; CCS - Contagem de células somáticas; MC – mastite 

clínica. 

Estudo de tratamento de mastite inaparente (MAS) 

No D0, todas as vacas passaram pelo CMT (CMT D0), realizado em cada quarto 

para identificação dos quartos possivelmente infectados (levemente positivo a fortemente 

positivo). O CMT repetido em todos os dias de avaliação, foi registrado a partir do D1, 
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para os quartos inclusos para o tratamento com o OEM (GOMAS; n=14) e placebo (GPMAS; 

n=14) e GCMAS (n=36). A reação CMT de cada quarto foi registrada e classificada de 

acordo com Schalm e Noorlander, 1957. A CCS foi realizada pelo Laboratório da 

Associação Paranaense de Criadores de Bovinos da Raça Holandesa – APCBRH, com o 

retorno dos resultados via relatórios mensais mediante solicitação do produtor. 

Como no SEC, para facilitar visualizar o cronograma de exames realizados, foi 

elaborado um esquema apresentado na figura 3. 

 

Fig. 3. Esquema demonstrativo dos exames realizados dentro do período experimental no tratamento de 

mastite inaparente durante a lactação.  

 

Legenda: D: Dia; CB: cultura bacteriológica; CMT: California Mastitis Test; CCS: Contagem de células 

somáticas. 

 

Análise estatística 

SEC configura um estudo experimental longitudinal prospectivo com controle 

positivo. MAS foi um estudo experimental cego, longitudinal prospectivo, com controle 

placebo e negativo. O M5 foi testado e sua eficácia foi avaliada por meio do exame físico 

específico, ultrassonografia e a termografia dos tetos, além, da CCS e a ocorrência de 

mastites, medidas durante os 100 primeiros dias de lactação. O M10, foi avaliado por 

meio da taxa de cura bacteriológica (TCC) com acompanhamento de eventuais reações 

inflamatórias, por meio do exame físico específico e US, CCS antes e após o tratamento. 

Para a avaliação física, repetida por três vezes para os dois estudos, e o CMT, 

repetido por duas vezes no estudo de secagem, por cinco vezes no estudo de tratamento 

de mastite inaparente, foram utilizados os testes t de Student e Mann-Whitney, 
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respectivamente. As análises de ultrassonografia dos tetos foram realizadas por meio de 

Anova, seguida do teste de comparações múltiplas de médias de Tukey HSD, quando 

observado homogeneidade de variância pelo teste de Tukey e normalidade de dados pelo 

teste de Shapiro-Wilk. 

Os valores de CCS foram transformados para log e comparados com o teste de t 

de Student. Para SEC, foram realizadas correlação de Pearson entre as variáveis CCS, 

ordem de lactação, tempo em dias do período seco, ocorrência de mastite no pós-parto e 

produção de leite. Os dados foram apresentados em média e desvio padrão, coeficiente 

de variação, mínimo e máximo. Para todas as análises foi utilizado o SPSS® 25.0 e nível 

de significância de 0,05. 

 

Comitê de ética 

Os experimentos foram iniciados após aprovação de pesquisa pelas comissões de 

ética em pesquisa no uso de animais (CEUA) da PUCPR, protocolo nº 01664 (anexo 4) e 

do Instituto de Desenvolvimento Rural do Paraná (IDR), protocolo nº 02/2020 (anexo 5). 

  

Resultados 

 

CIM e CBM 

 Os testes de susceptibilidade antimicrobiana para determinação de CIM e CBM, 

foram realizadas para OEM puro a 5%, M5 e clorexidina a 2% (CHX). Afora os resultados 

para o CHX 2%, que foram iguais, sendo uma CIM e CBM de 0,1 µL/mL (0,2%), para S. 

aureus ATCC®25923™, E. coli ATCC®25922™ e para as cepas tipo selvagens de S. 

aureus, os resultados estão apresentados no quadro 1. 

 

Quadro 1 

Resultados para testes de susceptibilidade antimicrobiana por meio da determinação de Concentração 

inibitória mínima (CIM) e Concentração bactericida mínima (CBM) de OEM 5% e M5. 

Cepas 

CIM CBM 

OEM 5% M5 OEM 5% M5 

µL/mL e % v/v 

E. coli 

ATCC®25922™ 
6,25 0,3125 6,25 0,3125 6,25 0,3125 25 1,25 

S. aureus 

ATCC®25923™ 
6,25 0,3125 25 1,25 6,25 0,3125 100 5 



 

20 

 

S. aureus TS1 50 2,5 25 1,25 100 5 100 5 

S. aureus TS2 50 2,25 SA SA 50 2,25 SA SA 

Legenda: OEM 5%: Óleo essencial de melaleuca a 5%; M5: Medicamento a base de óleo essencial de 

melaleuca a 5%; CIM: Concentração inibitória mínima; CBM: Concentração bactericida mínima; TS1: 

Cepa tipo selvagem 1; TS2: cepa tipo selvagem 2; SA: Sem ação. 

 

Exame físico específico (EF) do teto e úbere 

Em SEC não foram observadas diferenças no exame físico específico das vacas 

entre os dias de avaliação (P>0,05).  

Em MAS, durante o exame físico de tetos, consistência e elasticidade dos quartos 

avaliados, não foram observadas diferenças (P>0,05) nos dias de avaliação na 

comparação entre e intragrupos. Todavia, comparando a classificação de mastite em grau 

e avaliação de secreção, não foram observadas diferenças intragrupos (P>0,05), mas entre 

grupos no D3, onde foram observadas maiores ocorrências de mastite clínica (MC) de 

tipo catarral e grau leve de apresentação maiores para o GPMAS quando comparado ao 

grupo GOMAS (P=0,0019). Alguns achados importantes foram registrados durante o EF 

de tetos na comparação entre grupos (P=0,2113), como cisternite 7% para GOMAS, 12% 

para GPMAS, telite 7% para GOMAS, sem ocorrências para o GPMAS. 

 

Termografia infravermelha (TRI) do teto 

Os resultados obtidos pelos termogramas em três pontos de avaliação dos tetos 

(base, centro e ponta), realizados somente para SEC, demonstraram diferenças entre 

tratamentos para o teto anterior esquerdo (AE), no D1, sendo em média 32,6 ± 1,15 ºC 

para o GOSEC e 31,2 ± 1,26 ºC para o GCSEC (P=0,0196), no D7 em média 33,1 ± 1,72 ºC 

para o GOSEC, e 31,2 ± 1,38 ºC para o GCSEC (P=0,0153). A diferença entre grupos 

também foi detectada na comparação do teto PE no D1, revelando em média 33,1 ± 1,43 

ºC para o GOSEC e 31,20± 2,25 ºC para o GCSEC. Os valores mencionados encontram-se 

na tabela 1.  
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Tabela 1 

Avaliação termográfica de tetos para o estudo de secagem de vacas (n=80) com medidas em ºC e média e 

desvio padrão (  ± α) de três pontos de avaliação para o GOSEC (n=44) e GCSEC (n=36). 

 

 Dia  

Tetos TTO 0 1 7  
  ºC (  ± α) P-Valor 

 AE 
GOSEC 32,6 ± 2,03a 32,6 ± 1,15a 33,1 ± 1,72a 0,7317 

GCSEC 31,1 ± 1,4b 31,2 ± 1,26b 31,2 ± 1,38b 0,9886 

P-Valor 0,0828 0,0196 0,0153  

 PE 
GOSEC 32,7 ± 2,20a 33,1 ± 1,43a 32,9 ± 2,01a 0,8490 

GCSEC 31,7 ± 1,87b 31,0 ± 2,25b 32,1 ± 1,20b 0,4619 

P-Valor 0,3051 0,0199 0,2921  

 AD 
GOSEC 32,1 ± 1,93a 32,9 ± 1,33a 32,7 ± 2,17a 0,6214 

GCSEC 31,6 ± 2,16b 30,1 ± 2,02b 31,6 ± 0,96b 0,1696 

P-Valor 0,5893 0,0023 0,1789  

 PD 
GOSEC 32,7 ± 2,22a 33,2 ± 1,46a 33,0 ± 2,04a 0,8524 

GCSEC 31,6 ± 2,17b 32,1 ± 1,95b 31,5 ± 1,95b 0,8234 

P-Valor 0,2807 0,1633 0,1131  

Σ (  ± α) 
GOSEC 32,5 ± 1,61a 32,9 ± 1,14a 32,9 ± 1,43a 0,7591 

GCSEC 31,5 ± 1,61b 31,1 ± 1,61b 31,6 ± 1,19b 0,7571 

P-Valor 0,1647 0,0084 0,0410  

Legenda: TTO: tratamento; GO: grupo óleo de melaleuca; GC: grupo controle; AE: teto anterior esquerdo; 

PE: teto posterior esquerdo; AD: teto anterior direito; PD: teto posterior direito. 

Letras minúsculas diferentes indicam diferenças entre as médias dos tratamentos. 
 

Ultrassonografia de teto (US) do teto 

Para SEC, após uma interrupção abrupta da lactação, não ocorreram diferenças 

entre os tratamentos e os dias de avaliação (tabela 2) para as médias dos valores obtidos 

por ultrassonografia, na comparação entre medidas para tetos anteriores (A) e posteriores 

(P; P>0,05).  

No MAS, comparando valores de US entre as medidas avaliadas, afora a diferença 

entre grupos para EPT (P=0,0075) com média para GOMAS de 7,40 ± 1,57 mm e para 

GPMAS de 6,08 ± 0,97 mm e diferença intragrupo para GOMAS entre o primeiro e o terceiro 

dia de avaliação, com média de 6,00 ± 0,80 mm para o D0 e 7,40 ± 1,57 mm para o D3 

(P=0,002). Para outras medidas anatômicas, não foram encontradas diferenças entre e 

intragrupos nos diferentes dias de avaliação (P>0,05) (figura 4).  
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Tabela 2 

Medidas anatômicas em mm dos tetos (n= 80) de vacas Holandesas feitas por ultrassonografia 

apresentados em média e desvio padrão (  ± α) para o GOSEC (n=44) em comparação ao GCSEC 

(n=36). 

 

Parâmetros 
Dia 0 1 7 

P-valor (t) 
TTO mm (  ± α) 

CCT A 
GOSEC 11,0 ± 1,9 11,4 ± 1,7 10,6 ± 1,4 0,5564 

GCSEC 11,3 ± 2,8 11,5 ± 2,5 11,3 ± 3,8 0,9885 

 P-valor (g) 0,7465 0,9157 0,5661  

CCT P 
GOSEC 10,8 ± 1,8 11,2 ± 1,4 9,9 ± 1,7 0,1742 

GCSEC 10,7 ± 2,5 10,2 ± 1,6 9,7 ± 1,8 0,5510 

 P-valor (g) 0,8892 0,1492 0,7836  

DRF A 
GOSEC 21,7 ± 2,2 21,7 ± 1,7 21,1 ± 2,5 0,7898 

GCSEC 20,6 ± 1,7 20,4 ± 1,6 20,5 ± 1,5 0,7318 

 P-valor (g) 0,0867 0,1839 0,3353  

DRF P 
GOSEC 20,9 ± 1,7 21,5 ± 1,2 21,1 ± 1,7 0,6405 

GCSEC 20,6 ± 1,1 20,4 ± 1,5 20,5 ± 1,7 0,9150 

 P-valor (g) 0,6739 0,0717 0,4354  

EPT A 
GOSEC 6,33±1,6 6,55±1,7 6,08±1,3 0,4430 

GCSEC 6,15±1,2 5,96±1,6 5,69±1,3 0,8505 

 P-valor (g) 0,4147 0,7009 0,5393  

EPT P 
GOSEC 6,2±1,4 6,5±1,2 6,03±1,1 0,8560 

GCSEC 6,06±0,9 6,14±0,7 5,62±0,8 0,7019 

 P-valor (g) 0,5696 0,4282 0,2446  

DCT A 
GOSEC 13,4 ± 2,2 13,2 ± 2,2 14,2 ± 2,7 0,5725 

GCSEC 12,4 ± 2,7 13,1 ± 3,2 14 ± 3,2 0,5422 

 P-valor (g) 0,3767 0,9783 0,886  

DCT P 
GOSEC 13,6  ± 2,3 13,2 ± 2,0 14,3 ± 2,3 0,5173 

GCSEC 12,5 ± 3,0 12,9 ± 2,1 14,2 ± 1,6 0,2760 

 P-valor (g) 0,3444  0,7800 0,9311  
Legenda: TTO: tratamento; GOSEC: grupo óleo de melaleuca; GCSEC: grupo controle; AE: teto anterior 

esquerdo; PE: teto posterior esquerdo; AD: teto anterior direito; PD: teto posterior direito. 

P-valor (t) obtido na comparação intragrupos (dias diferentes). P-valor (g) gerado na comparação entre 

grupos.  
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Fig. 4. Medidas anatômicas em mm dos tetos (n= 28) de vacas Jersey feitas por ultrassonografia 

apresentados em média e desvio padrão (  ± α) para o GOMAS (n=14) em comparação ao GPMAS (n=14).  

 

 

Legenda: CCT: Comprimento do canal do teto; DRF: diâmetro da Roseta de Fürstenberg; EPT: Espessura 

da parede do teto; DCT: diâmetro da cisterna do teto; GOMAS: grupo óleo de melaleuca; GPMAS: grupo 

placebo. 

 
 

California mastitis test (CMT), contagem de células somáticas (CCS) e ocorrência de 

mastites 

Estudo de secagem (SEC) 

Realizado no momento da secagem (CMTs) e sete dias após o parto (CMTpp), 

não foram observadas diferenças na comparação intragrupos por avaliação de quartos do 

GOSEC, quarto anterior esquerdo (QAE; P=0,1736), quarto posterior esquerdo (QPE; 

P=0,0898), quarto anterior direito (QAD; P=1,0) e quarto posterior direito (QPD; 

P=0,0890), assim como do GCSEC, QAE (P=0,5862), QPE (P=0,3711), QAD (P=1,0) e 

QPD (P=0,3711).  

O mesmo ocorreu na comparação entre grupos onde também não encontramos 

diferença em QAE para o CMTs (P=0,3918) e CMTpp (P=0,7898), QPE para o CMTs 

(P=1,0) e CMTpp (P=0,5937), QAD para o CMTs (P=1,00) e CMTpp (P=0,8960), QPD 

para o CMTs (P=1,0) e CMTpp (P=0,5937).  
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As vacas do GOSEC permaneceram secas em média 52 ± 6,15 dias (entre 41 e 57 

dias) e as vacas do GCSEC por sua vez 59 ± 5,36 dias (entre 49 e 68 dias). Foi detectada 

uma correlação negativa (r=-0,9731) entre os dias que as vacas permaneceram secas e 

valores CCS do primeiro CL do pós-parto do GCSEC (P=0,0269). 

Na comparação intragrupos, o GOSEC apresentou aumento da CCS no primeiro 

CL (CCS1; P=0,0305) e segundo CL (CCS2; P=0,0097) pós-parto, com aumento da 

média de CCS de 5,02 ± 0,38 x log10 CCS/mL no momento da secagem (CCS-1) para 

5,44 ± 0,56 x log10 CCS/mL no primeiro CL e 5,54 ± 0,54 x log10 CCS/mL para o segundo 

CL. Houve tendência de aumento significativo (P=0,0560) para o terceiro CL (CCS3; 

5,30 ± 0,43 x log10 CCS/mL). Não houve diferença na mesma comparação para o GCSEC 

(P>0,05), conforme demonstra a (figura 5).  

 

Fig. 5. Comparação de CCS (x log10) intragrupo em controles leiteiros oficiais, sendo o primeiro no 

momento da secagem e três controles no pós-parto para o GOSEC (n=11) e GCSEC (n=09  

 

Letras diferentes em intragrupos indicam diferenças significativas. Legenda: GOSEC: grupo óleo de 

melaleuca; GCSEC: grupo controle; CCS-1: Controle leiteiro pré-secagem; CCS1: primeiro controle leiteiro 

pós-parto; CCS2: segundo controle leiteiro pós-parto; CCS3: terceiro controle leiteiro pós-parto.  

 

Não foram detectadas correlações CCS com mastite clínica, PS, DEL antes da 

secagem (P>0,05).  

Na comparação entre grupos foram detectadas diferenças no CL no segundo mês 

pós-parto, com aumento (P=0,0210) nos valores de 5,54 ± 0,54 x log10 CCS/mL para o 
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GOSEC e 4,96 ± 0,61 x log10 CCS/mL para o GCSEC. Houve uma tendência de aumento 

significativo para o mês 1 revelando uma média de 5,44 ± 0,56 x log10 CCS/mL, para o 

GOSEC e 4,84 ± 0,61 x log10 CCS/mL para o GCSEC (P=0,0547), e para o mês 3 com média 

de 5,30 ± 0,43 x log10 CCS/mL para o GOSEC e 4,57 ± 0,64 x log10 CCS/mL para o GCSEC 

(P=0,0578) (figura 6). 

 

Fig. 6. Comparação de CCS (x log10) em três controles leiteiros oficiais no pós-parto para GO (n=11) em 

comparação ao GCSEC (n=09). 

 

Letras diferentes em intragrupos indicam diferenças significativas. Legenda: GOSEC: grupo óleo de 

melaleuca; GCSEC: grupo controle; CCS1: primeiro controle leiteiro pós-parto; CCS2: segundo controle 

leiteiro pós-parto; CCS3: terceiro controle leiteiro pós-parto. 

Em relação a ocorrência de mastite clínica avaliadas até os 100 DEL não foram 

observadas diferenças na comparação entre grupos de maneira geral (P=0,1337), assim 

como na comparação aos tetos tanto no GOSEC e GCSEC (P>0,05). 

 

Estudo de tratamento de mastite inaparente (MAS) 

O histórico de CCS até o momento do início do tratamento revelou 78% das vacas 

do GOMAS com características de uma mastite inaparente crônica. No GPMAS e no GCMAS 

foram respectivamente 70% e 11% das vacas. Antes do início do estudo os valores de 

CCS do GOMAS com 5,49 ± 0,46 x log10 CCS/mL, foram menores (P=0,0141), que os do 

GPMAS, com 5,74 ± 0,54 x log10 CCS/mL. Ambos os grupos GOMAS e GPMAS, 

apresentavam valores maiores que o GCMAS (P<0,0001), que apresentou em média 4,93 

± 0,63 x log10 CCS/mL. 
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Foram observadas diminuição (P<0,05) dos valores de CMT para ambos os 

grupos no decorrer do período de observação (D0, D1, D2, D3 e D14). Para o GOMAS 

observou-se diferenças nos valores de mediana com diminuição de CMT, de entre 

fortemente positivo e positivo, nos quatro primeiros dias de avaliação (D0 ao D3) para 

entre levemente positivo e positivo no D14 (P=0,0022). Para o GPMAS, os valores de CMT 

não diminuíram entre os dias do tratamento (D0 a D2), mas diminuíram (P<0,001) na 

comparação entre o D3 (fortemente positivo) e D14 (levemente positivo). Essa mesma 

diferença não foi notada na comparação entre D2 e o D14 (P=0,3616). 

 

Cultura bacteriológica 

Os valores cultura bacteriológica expressos em porcentagem, realizada antes do 

início do tratamento (D0), 24 horas após o fim do tratamento (D3) e após 14 dias do fim 

do tratamento (D14), estão representados na figura 7. Notam-se semelhanças (P>0,05) 

dos resultados entre grupos e durante os dias de avaliação.  

Entre os dois grupos de avaliação (GOMAS e GPMAS), a cepa bacteriana mais 

observada nos três dias de avaliação, foi Staphylococcus aureus com valor médio de 30% 

(13/43), para o GOMAS e 22% (10/45) para o GPMAS (tabela 3). Nota-se aumento 

(P=0,0338) no valor de GOSEC (27%) no D3 em comparação ao GPMAS (13%). 

 

Fig. 7. Proporção (%) de cultura bacteriológica negativa nos três dias de avaliação para o GOMAS (n=14) e 

GPMAS (n=14). 

 

Legenda: D: dia; GO: grupo óleo de melaleuca; GP: grupo placebo. *Diferença significativa entre grupos 

no D3.  
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Tabela 3 

Quantidade e distribuição de patógenos causadores de mastite em 88 amostras positivas colhidas para o 

GOMAS e GPMAS (cultura microbiológica). 

Resultado bacteriológico 
GOMAS GPMAS 

n=43 Porcentagem (%) n=45 Porcentagem (%) 

S. aureus 13 30% 10 22% 

E. coli 9 21% 5 11% 

Staphylococcus sp. 7 16% 8 18% 

Bacillus sp. 3 7% 6 13% 

Klebsiella sp. 3 7% 2 4% 

S. dysgalactiae 3 7% 1 2% 

S. agalactiae 2 5% 5 11% 

Streptococcus uberis 1 2% 6 13% 

Enterococcus sp. 1 2% 0 0% 

Serratia sp.  1 2% 0 0% 

Corynebacterium sp. 0 0% 2 4% 

 

Produção de leite 

Estudo de secagem (SEC) 

O GOSEC (48,81 ± 9,11 kg/dia) obteve uma produção de leite maior (P=0,0053) 

que o GCSEC (41,42 ± 6,80 kg/dia) nos 100 primeiros DEL.  

Não foram encontradas correlações da ordem de lactação, tempo em dias do 

período seco e ocorrência de mastite no pós-parto sobre a produção de leite em nenhum 

dos grupos experimentais (P>0,05). 

Estudo de tratamento de mastite inaparente (MAS) 

Durante os dias de tratamento (D0 ao D14), o GOMAS (22,49 ± 1,10 kg de leite) e 

GCMAS (23,12 ± 1,13 kg de leite) foram semelhantes na produção de leite (P=0,0818). 

Entretanto, ambos os grupos produziram mais leite (P<0,0001) na comparação com o 

GPMAS (19,05 ± 0,79 kg de leite). Não houve diferença na comparação entre e intragrupos 

para a temperatura do leite (P>0,05). 

 

Discussão 
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O uso de antibiótico intramamário tem como objetivo promover um ambiente 

hostil as bactérias (Bertulat et al. 2015). Todavia, a busca pela diminuição do uso de 

antimicrobianos sintéticos, abre espaço para a utilização de substâncias alternativas. Para 

o OEM possuir ação antimicrobiana, segundo a International Organization for 

Standardisation¸ ele deve possuir em sua composição uma quantidade acima de 30% de 

terpinen-4-ol (IOS, 2004). Segundo Carson et al. (2006), este componente é o principal 

responsável pela ação antimicrobiana do óleo essencial.  

O efeito sobre as bactérias ocorre em decorrência a danos a membrana microbiana, 

com aumento de susceptibilidade a NaCl, formação de mesossomos e perda do material 

citoplasmático (Carson et al. 2002; Li et al. 2016). Além disso, Cox et al. (2000), 

trabalhando com S. aureus e E. coli, mostraram que o OEM induz perda de íons de 

potássio, inibe a respiração celular da bactéria e promove a captação de iodeto de 

propídio. 

A concentração do OEM experimental com 41% de terpinen-4-ol é maior ao 

encontrado no estudo de Li et al. (2016), que atribuíram a atividade antimicrobiana contra 

S. aureus, E. coli e Candida albicans aos 23% de terpinen-4-ol usados. Portanto, 

esperava-se obter uma ação antimicrobiana suficiente. 

Como para os antibióticos sintéticos, pode-se exercer uma seleção sobre a 

microbiota dos animais a serem submetidos ao uso de OEM, uma vez que foram relatados 

casos de resistência antimicrobiana ao OEM (Singh et al. 2016). Para Vilar et al. (2018) 

a seleção para TVS, pode ser realizada, baseado no histórico de MC, no CMT no 

momento da secagem e no pós-parto, como realizado no SEC. Para o MAS, além dessas 

características, é indicada preferencialmente a identificação do agente bacteriano (Scott 

Wesse et al. 2013, Krömker et al. 2019). 

Para Vasquez et al. 2017, os valores de CCS individual podem indicar a presença 

de uma infecção intramamária, quando os valores ultrapassam 200.000 células/mL, e o 

CMT pode ser utilizado como um teste rápido para identificação dos quartos afetados 

(Godden et al. 2017). Segundo a IN-76 do MAPA (2018) valores de CCS até 400.000 

CCS/mL, como utilizado como ponto de corte para o estudo de SEC, seriam aceitáveis 

para o consumo humano (IN-76, MAPA). Todavia, entende-se que a medida que se 

ultrapassa os valores considerado um limiar saudável de 200.000 CCS/mL, aumentam-se 



 

29 

 

as chances da glândula estar infectada (Vasquez et al. 2017; Krömker et al. 2019), o que 

corrobora com os resultados de cultura bacteriológica do estudo de tratamento. Esse 

aspecto apresenta influência no sucesso do tratamento de mastite (Krömker et al. 2019) e 

a proteção no período seco (Vasquez et al. 2017).  

O manejo correto no momento da secagem influencia positivamente a saúde do 

úbere com menor ocorrência de mastite e maximização da produção na próxima lactação 

(Hertl et al. 2018). As vacas permaneceram entre 41 e 68 dias em descanso, considerado 

suficiente para uma recuperação geral do úbere, com substituição das células alveolares 

e preparação para a lactação subsequente (Laven et al. 2014).  

O aumento da CCS observado no GOSEC comparado ao GCSEC nos 100 DEL pode 

ser decorrente de uma ação menos prolongada residual do OEM em comparação aos 

antibióticos sintéticos, possivelmente permitindo um início de colonização bacteriana, o 

que explicaria as taxas de novas infecções de até 35 % observadas por Mullen et al. 

(2014), que avaliaram dois fitoterápicos intramamários também com ingredientes ativos 

de óleos essenciais. Os óleos essenciais usados nestes produtos do mercado norte-

americano não foram capazes de garantir um ambiente hostil às bactérias duradouro, 

permitindo a eclosão de uma infecção logo na lactação seguinte. Possivelmente uma 

manipulação farmacológica, inserindo o OEM em um veículo de liberação lenta poderia 

transpor essas limitações.  

Ao desafiarmos a ação do OEM em uma situação de grande contaminação 

microbiana, com infecções crônicas instaladas no ambiente intramamário, como no MAS, 

verificou-se uma ação momentânea, durante o período de tratamento, sobre os índices 

semiquantitativos como o CMT, sendo observado um efeito residual do OEM e portanto 

uma diminuição significativa dos resultados na cultura bacteriana no D3. Porém os efeitos 

da melhora na condição intramamária avaliados pelo CMT foram refletidos igualmente 

por uma maior produção leiteira do grupo com OEM. A relação direta entre uma 

diminuição na quantidade de células somáticas ou no CMT e um aumento de produção 

de leite é conhecido desde longa data (Forster et al. 1967; Casura et al. 1995; Berry; 

Hillerton, 2002; Dohoo et al. 2011; Godden et al. 2017; Franzoi et al. 2020). 

Vacas infectadas de maneira inaparente, apresentam assim mesmo reflexos na 

saúde e no bem-estar, notado principalmente pela diminuição da produção 
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(Aghamohammadi et al., 2018). Estas infecções crônicas com alto CCS podem ser 

atribuídas principalmente aos patógenos considerados mais contagiosos como o S. aureus 

e o S. agalactiae, encontrados na cultura bacteriológica (Mesquita et al. 2019; Keefe et 

al. 2012). 

Justamente a bactéria mais isolada foi o S. aureus, à semelhança de pesquisas 

realizadas tanto no Brasil (Mesquita et al., 2019) quanto na Alemanha (Krömker et al. 

2019). Além do S. aureus que por meio da produção de toxinas e enzimas proteolíticas 

podem danificar irreversivelmente o tecido mamário (Vasudevan et al. 2003), a presença 

de crescimento em cultura de S. agalactiae, explica a alta CCS, e o aparecimento de sinais 

como cisternite e galactoflorite, uma vez que este agente é considerado altamente 

contagioso e um patógeno obrigatório do úbere (Keefe et al. 2012). 

Para confirmação da capacidade antimicrobiana do OEM, os valores de CIM e 

CBM para as bactérias S. aureus e E. coli obtidos neste estudo, foram iguais (0,3125% 

v/v ou 6,25µL/mL). Testando cepas semelhantes, Cox et al. (2000), revelaram valores de 

CIM e MBC para S. aureus NCTC8325 e E. coli AG100 de 0,25% v/v e 0,5% v/v, 

respectivamente, indicando in vitro potencial antimicrobiano do OEM. 

Todavia, o perfil crônico de mastite inaparente dos animais e o perfil patogênico 

das bactérias prevalente no rebanho, como o encontrado no estudo de MAS, influencia na 

eficácia da terapia intramamária e possibilitam a ocorrência de mastite clínica (Tomazi et 

al. 2015). Para Nagahata et al. 2020, as vacas infectadas com S. aureus cronicamente 

respondem muito pouco a tratamento, revelando baixas taxas de cura bacteriológica, o 

que pode explicar a ineficácia do tratamento intramamário com o OEM nesse estudo. 

Semelhantemente aos resultados de campo, casos de ineficácia da ação 

bactericida, como ocorrido frente a bactéria selvagem tipo 2 na avaliação de MBC, pode 

ser explicado pela falha em lise celular da membrana das bactérias (Carson et al. 2002), 

que pode ser potencializado pela capacidade de produção de biofilmes para cepas de S. 

aureus, ou ainda por eventos de resistência antimicrobiana, relatado também para OEM 

para diferentes tipos de bactérias (Singh et al. 2016). Esses resultados justificam a ação 

momentânea (bacteriostática) no D3 que aumentou na cultura bacteriológica do D14. 

O protocolo escolhido no estudo de tratamento, com três aplicações com 

intervalos de 24 horas durante 3 dias, mostrou-se portanto ineficaz para a taxa de cura 
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bacteriológica. Todavia, como houve diminuição dos valores de CMT para o D14, uma 

diminuição no intervalo de aplicações e um aumento nos dias de tratamento, assim como 

realizado por Pasca et al. (2020), que sugeriram boa eficácia utilizando extrato de própolis 

duas vezes ao dia durante cinco dias para tratamento de vacas com mastite por bactérias 

gram-positivas, poderiam revelar melhora dos resultados.  

Para Scott Wesse et al. (2013), os antibióticos sintéticos devem ser utilizados por 

períodos mínimos, porém para casos de patógenos específicos como S. aureus e S. uberis, 

como encontrado neste estudo, indica-se o tratamento mais prolongado.  

As mastites clínicas observadas no GOMAS e no GPMAS, porém em maior número 

no GPMAS, podem ser explicadas também pelo isolamento de agentes microbianos 

contaminantes do ambiente destas vacas, como E. coli e Staphylococcus não aureus 

(ENA; Staphylococcus sp.). Apesar da E. coli, ser responsável por muitos casos de mastite 

severa, o status de defesa do hospedeiro atua como um fator fundamental na determinação 

do resultado das infecções, podendo-se atribuir a está bactéria o aparecimento de sinais 

clínicos observados em D1 e D3 (Burvenich et al. 2003), aqui classificados como mastite 

catarral (Grunert, 1993), também observados pela ultrassonografia. 

Para Kaur et al. (2018), as alterações anatômicas indicam diretamente o 

comprometimento da saúde do úbere, sendo que modificações na cisterna do teto, com 

espessamento da mucosa e musculatura do teto, são sinais relevantes de inflamação 

(Franz et al. 2009). Apesar das vacas do estudo MAS apresentarem cronicamente 

infectadas, explicando sinais de inflamação, o espessamento da parede do teto para o 

GOMAS no estudo de MAS, pode indicar uma inflamação aguda. 

Corroborando com os achados de ultrassonografia, a termografia do estudo de 

SEC, revelou uma elevação da temperatura (em ºC) no D1 e D7 na comparação entre 

grupos, que poderiam indicar uma inflamação. Não foram encontrados relatos de 

monitoramento termográfico após aplicação de algum produto intramamário. Contudo, 

algumas investigações com a influência da ação das teteiras em vacas lactantes, 

demonstram que na avaliação pré ordenha, a média da temperatura da superfície da pele 

dos tetos, variam entre 35,8 ± 0,87 ºC (entre 32,8 ºC e 37,6 ºC) para tetos AE e PE e 35,8 

± 0,93 ºC (entre 32,16 ºC a 38,1 ºC) para tetos AD e PD (Yang et al. 2018), valores 

superiores aos detectados para o GOSEC do estudo de SEC.  
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Resultados semelhantes ao estudo de Yang et al. (2018) foram relatados na 

avaliação pré-ordenha por Paulrud et al. 2005 e Tangora et al. 2019, em tetos sem sofrer 

estresse pelas teteiras, ou qualquer tipo de manipulação, similar ao realizado nesta 

pesquisa, com registros de termografia antes da ordenha no D0, e sem manipulação para 

os dias 1 e 7 de avaliação pós secagem. 

Avaliando tetos por meio de ultrassonografia Power Doppler, Wieland et al. 

(2017), associou o estágio de lactação à intensidade da perfusão sanguínea do teto, de 

modo que os animais em meio de lactação apresentaram maior circulação sanguínea em 

comparação com as vacas em fim de lactação. Esses resultados podem explicar a 

diferença dos valores médios de temperatura das vacas avaliadas em nosso estudo pré-

ordenha em comparação ao estudo de Yang et al. (2018), e demonstram que a técnica 

Power Doppler poderia nos auxiliar a encontrar explicações na diferença observada entre 

grupos nesta pesquisa.   

Apesar dos resultados de termografia apresentarem valores semelhantes aos 

estudos citados anteriormente, as alterações ultrassonográficas, como cisternite e telite 

sugerem a presença de inflamação após a aplicação do M10 no estudo de MAS, o que 

corrobora com os resultados encontrados por Macedo et al. (2006) que relatou reações 

alérgicas do OEM em contato com mucosa oral em seres humanos. 

Estudos com OEM para uso em bovinos e em especial na saúde do úbere são raros. 

Todavia, um produto contendo óleo de melaleuca e outros fitoterápicos, foi testado para 

a proteção de vacas no período seco (Pinedo et al. 2013; Mullen et al 2014). Semelhante 

a outros estudos com produtos usando outros extratos vegetais e OEM (Mc Phee et al. 

2011; Pinedo et al. 2013; Mullen et al. 2014; Mason et al. 2018), não foram identificadas 

reações adversas graves, apesar de um indicativo inflamatório que foi verificado pelo uso 

de exames complementares como ultrassonografia realizada no estudo de SEC e MAS, e, 

termografia de tetos realizado no estudo de SEC. 

Enquanto antibióticos para o período seco, possuem segundo fichas técnicas um 

tempo de permanência de até 54 dias para cefalônio anidro 0,25g (Cepravin®) e 30 dias 

para sulfato de neomicina 400mg, bacitracina 5.000 UI (Neomastic®) no ambiente do 

úbere, desconhece-se o tempo de permanência e ação do OEM neste mesmo ambiente.  
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Possivelmente, a manipulação farmacológica aumentando o tempo de ação ou 

combinando sistemas de liberação lenta, microencapsulamento (Pazinato et al. 2014) ou 

em microemulsão (Biju et al. 2005), poderiam contribuir para a melhoria da ação 

protetora do OEM. Além disso, é provável que volumes e concentrações maiores 

poderiam também melhorar nossos resultados, tanto para o tratamento de vacas 

infectadas, como para a proteção de vacas no período seco, no que se diz respeito aos 

valores de CCS.  

 

Conclusões 

Conclui-se que o medicamento a base de OEM pode ser usado na formulação 

intramamária. O medicamento mostrou-se eficaz para proteção do úbere de vacas no 

período seco. No tratamento da mastite crônica inaparente, seu uso melhora a produção 

de leite mas é incapaz de promover uma cura clínica ou microbiológica com o protocolo 

terapêutico usado, apesar de demonstrar potencial antimicrobiano inclusive com cepas 

isoladas de casos de mastite. Pioneiro o medicamento oriundo deste estudo, possui 

potencial para se tornar uma alternativa ao uso de antibióticos sintéticos sem causar 

efeitos adversos.  
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CAPÍTULO 3 

 

Uso do óleo essencial de melaleuca (Melaleuca 

alternifolia) para secagem de búfalas Murrah em um 

sistema orgânico de criação 
 

Abstract 

 

Background 

Dry cow therapy is a common management practice to treat subclinical mastitis and 

prevent new infections during the nonlactating period. Studies addressing dry cow 

therapy under organic farming practice are unavailable and for the buffalo cow inexistent.  

Objectives 

To evaluate the efficacy of an intramammary dry cow therapy based upon a medicament 

with 5 % Melaleuca alternifolia oil (TTO) in Murrah cows. 

Materials and methods 

After applying exclusion criteria upon a herd of 20 dairy Murrah cows, twelve were used 

in a longitudinal prospective and retrospective negative control study, where the cow was 

control of herself. Previously the pure oil and the medicament with 5 % MO passed by in 

vitro antimicrobial tests for Minimum inhibitory concentration (MIC) and Maximum 

inhibitory concentration (MBC). The cows were clinically examined, and the teats passed 

through thermographic and ultrasonographic examination. Udder health was monitored 

during the first 100 days in lactation (DIM) through somatic cell count (SCC) in the milk 

and the California mastitis test (CMT).  

Results  

Laboratory tests against standard strains Staphylococcus aureus ATCC®25923™ and 

Escherichia coli ATCC®25922™ and wild bacterial strains showed MIC values of a 

maximum of 50 µL/mL for the oil 5% and MO 5 %. One wild S. aureus strain had no 

MBC. No adverse effects were observed after the intramammary application of MO. 

CMT and SCC values were similar (P>0,05) during all observations. Particular ultrasound 

characteristics of the teat were observed. One case of mastitis occured during postpartum. 

Conclusion 

The medicament with 5 MO is effective in vitro and compatible with the intramammary 

tissue in vivo of Murrah cows. It was able to protect the buffalo cow during the dry period 

under natural conditions in an organic farm. 

Key words: dry cow therapy; udder health, buffalo, intramammary medicament, organic 

farming.  

Abbreviations: MIC, Minimum inhibitory concentration; MBC, Minimum bactericidal 

concentration.; SCC, Somatic cell count; CMT, California mastitis test.  

 



 

44 

 

 

A população mundial de búfalos é de cerca de 168 milhões de animais, sendo que 95% 

estão na Ásia (Índia, Paquistão e China), 2% na África (Egito), 2% na América do Sul e 

no Caribe, 1% na Europa e Oceania. As búfalas produzem entre 1500 e 4500 litros de 

leite por lactação.1 As raças bubalinas produtoras de leite no Brasil são Murrah, 

Mediterrâneo e Jaffarabadi. Além do leite, estes animais apresentam aptidão para 

produção de carne.2  

No final da gestação, as búfalas necessitam de um período de descanso, onde as vacas 

passam por uma interrupção da lactação denominado de secagem. O período seco varia 

de acordo com a característica de sazonalidade e época de parição, entretanto é essencial 

para a involução do tecido glandular, importante para a saúde, produção de leite e colostro 

das vacas.3-5 

O período seco também é um momento estratégico para o tratamento de mastites.6 Uma 

opção apresentada em bovinos para o tratamento e prevenção desta enfermidade, é o uso 

de antibióticos sintéticos, por via intramamária.7 Apesar de existirem poucos para uso 

específico em búfalas,8 a inclusão legal dos bubalinos na espécie bovina pela União 

Europeia (UE) no ano de 2009, promoveu inicialmente a utilização sem comprovação de 

sua eficácia.8  

Além das preocupações com o uso indiscriminado de antibióticos, em propriedades em 

sistema orgânico de produção, a antibioticoterapia em geral é proibida, somente permitida 

em casos excepcionais mediante justificativa pertinente ao organismo de avaliação da 

conformidade, do Ministério da agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA).9 No 

entanto, para Kiesner et al.6, casos com valores acima de 100.000 células somáticas/mL 

nos últimos três meses consecutivos de controle leiteiro (CL) oficial, indica-se a 

intervenção convencional. 

Uma escolha para substituir o uso de antibiótico em sistemas orgânicos, pode ser a 

utilização de substâncias ativas derivadas de plantas10-12. Entre estas substâncias está o 

óleo essencial de melaleuca (OEM), derivado da destilação a vapor da planta australiana 

Melaleuca alternifolia (Myrtaceae).13 

Em animais, o OEM apresentou ação antibacteriana após aspiração de abcessos 

prostáticos e fungicidas contra Malassezia pachydermatis em cães14,15 e contra 

Trichophyton equinum em equinos.16 Em ovinos foi testado e aprovado contra piolhos da 
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espécie Bovicola ovis17 e na avaliação ovicida in vitro contra Haemonchus contortus, 

comprovada em Gerbils (Meriones unguiculatus), e como antiparasitário no combate da 

mesma espécie de nematódeos.18,19 Em pesquisas mais recentes o óleo de melaleuca foi 

capaz de prevenir o desequilíbrio bioenergético do baço de bagres infectados 

naturalmente por Ichthyophthirius multifiliis. 20 

Não há registros da utilização do óleo de melaleuca em búfalos, porém Singh et al.21, 

relataram que somente 20% de cepas bacterianas isoladas de búfalo eram sensíveis in 

vitro ao OEM. Em bovinos um produto intramamário com ação selante interno para teto 

(SIT), a base de extratos vegetais incluindo o OEM, protegeu o sistema mamário de vacas 

bovinas sem apresentar efeitos colaterais. 22 Estudos in vitro demonstraram que o OEM 

apresentou ação antimicrobiana contra bactérias da espécie Staphylococcus aureus e 

Escherichia coli, oriundas de vacas com mastite.23   

Os objetivos deste trabalho foram formular e avaliar a eficácia de um medicamento 

intramamário formulado a base de OEM para proteção de búfalas Murrah durante o 

período seco.  

 

 

Materiais e métodos 

Local 

O estudo foi realizado entre dezembro de 2019 e outubro de 2020 na fazenda do Instituto 

Agronômico do Paraná – IAPAR de criação de búfalas leiteiras, produção certificada 

orgânica pelo Instituto de tecnologia do Paraná – TECPAR, no município da Lapa - PR, 

Brasil (25º 47’ ‘latitude, 49º 46’ longitude oeste, 910m de altitude). O clima da região é 

subtropical (Cfb) segundo a classificação de Köppen.  

 

Preparação do produto e testes susceptibilidade antimicrobiana 

O OEM (Ferquima®), passou por uma análise por cromatografia gasosa e espectrometria 

de massa revelando uma concentração de 42 % de seu principal componente ativo, o 

terpinen-4-ol. Demais informações técnicas podem ser verificadas no documento anexo 

3. 

Com composição conhecida, o óleo foi avaliado para sua concentração inibitória mínima 

(CIM) e sua concentração bactericida mínima (CBM), em comparação a Clorexidina 2% 
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(CHX), por meio de técnicas de micro-diluição em caldo de acordo com os procedimentos 

da National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI),24 para testes de 

susceptibilidade antimicrobiana para bactérias aeróbicas. Para tanto, foram realizadas 

duas análises em quadruplicada executado em dois momentos, sendo avaliadas as cepas 

de Staphylococcus aureus ATCC®25923™ e Escherichia coli ATCC®25922™ e duas 

cepas selvagens de S. aureus originárias de vacas Holandesas. Em seguida, foram 

classificadas de acordo com os critérios de interpretação da CIM e CBM analisado em 

µg/mL e % (v/v) de cada bactéria.24 

Em paralelo aos exames laboratoriais, foi formulado um medicamento intramamário com 

ação antibiótica a base de OEM 5% (M5). A substância foi manipulada segundo os 

preceitos de boas práticas de manipulação, em laboratório da Dexter Latina, localizada 

em São José dos Pinhais, Paraná, Brasil.  

Utilizou-se uma substância coloidal de uso parenteral (intramamário) constituída por 

agente polimerizador Polaxamer etileno e dietileno glicol oxietileno (72,5% p/p) 

(Kolliphor®/BASF) como principal agente estruturador e fornecedor da estabilidade física 

do coloide. Polietilenoglicol (PEG1500) foi empregado como umectante e dispersante, e 

como o ingrediente ativo farmacêutico óleo de melaleuca (5%). Os compostos 

mencionados formaram sistema emulsionado do tipo A/O (água em óleo). O produto foi 

acondicionado em aplicadores intramamário convencionais estéreis. Em cada teto foi 

aplicado um volume de 4 ml de produto contendo 0,2 g de OEM, equivalente a 5% da 

concentração total da fórmula. 

A fórmula com OEM, apresentou capacidade adaptativa as cavidades mucosas de forma 

não oclusiva, sendo aplicada na forma de coloide de baixa adesividade, ação tópica e 

penetração percutânea. Para tanto levou-se em consideração características como teor de 

acidez, densidade e solubilidade para as variáveis de incorporação e sua influência no pH 

e viscosidade da formulação. 

 

Animais e design 

Em relação ao número de animais investigados, foram aplicados critérios de exclusão, 

reduzindo o grupo experimental de vinte vacas no total para doze búfalas da raça Murrah 

(GT; n=12) em fase final de lactação, que permaneceram em rotina diária usual sem 

alteração do manejo, em regime de criação semi-intensiva, em pastagens consorciadas de 
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Hemartria (Hemarthria altissima) e Amendoim forrageiro (Arachis pintoi), além do 

fornecimento em cocho de capim Elefante (Pennisetum purpureum) e concentrados. 

Somente foram incluídas vacas sem lesões no teto ou úbere, com média de CCS dos 

últimos três meses pré secagem menor que 100.000 células/mL, usando a indicação para 

bovinos.6 Idade e ordem de lactação não foram utilizadas como critério de exclusão. Os 

animais foram identificados por brincos numerados. As vacas eram ordenhadas em 

sistema de ordenha mecânica móvel, com bezerro ao pé, e foram secas abruptamente com 

desmame concomitante. 

Todas as vacas passaram no dia 0 (D0), antes da primeira ordenha, por avaliação física 

específica, com inspeção e palpação do úbere e tetos;25 Ultrassonografia dos tetos26-29 e 

termografia dos tetos.30,31 O M5, com volume de 4ml foi aplicado no dia da secagem, 

após a realização de California mastitis test (CMT),32 com desinfecção da ponta do teto 

com álcool 70% e introdução através de aplicador intramamário convencional (D0). No 

dia um (D1) foram repetidas a ultrassonografia e a termografia. O CMT foi repetido em 

todos os animais cinco dias após o parto.33,34 Todos os achados foram registrados em ficha 

clínica (anexo 8), assim como o tempo total de secagem em dias. Foram colhidos os dados 

históricos de CCS e ocorrências de mastite clínica (MC) dos três controles leiteiros 

oficiais pós-parto da lactação anterior, sem terapia para vaca seca (STVS); e dos três 

controles leiteiros oficiais da lactação pós secagem com o M5.35,36 Um esquema geral do 

desenho experimental pode ser observado na figura 1. 

 

Figura 1. Esquema demonstrativo dos exames realizados dentro da alternância de período seco e lactação 

das búfalas. 
Legenda: D: dia; M5: Produto com óleo essencial de melaleuca a 5%; US: ultrassonografia dos tetos; TRI: 

termografia infravermelha dos tetos; EF: Exame físico específico; DEL: Dias em lactação; CCS: contagem 

de células somáticas; MC: mastite clínica. 
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Termografia infravermelha (TRI) do teto  

As avaliações de TRI dos tetos foram realizadas no período da manhã, previamente a 

ordenha com registros individuais de temperatura (ºC) e umidade relativa do ar (URA%), 

em ambiente fechado com distância de um metro lateralmente aos tetos anteriores e em 

posição caudal para os tetos posteriores. A avaliação foi realizada com uma câmera 

infravermelha FLIR modelo E50. Em seguida, os termogramas foram analisados pelo 

programa FLIR tools com determinação da temperatura em três pontos do teto (base, 

centro e ponta) e média geral, apresentados em média e desvio padrão. 

 

Ultrassonografia (US) do teto 

As ultrassonografias foram realizadas com um equipamento Sonoscape modelo A5V com 

probe linear de 9 MHz. Para avaliação das estruturas, sem compressão, o teto foi imerso 

em um copo plástico cheio de água morna, com colocação do transdutor na parede do 

copo revestida com gel de ultrassom. O processamento das imagens ocorreu ao pé da vaca 

com utilização do software do próprio equipamento. 

As medidas ultrassonográficas foram (em mm): comprimento do canal do teto (CCT), 

medido da Roseta de Fürstenberg até a extremidade distal do canal do teto; diâmetro do 

teto no mesmo eixo ortogonal no ponto da Roseta de Fürstenberg (DRF), diâmetro da 

cisterna do teto (DCT), espessura da parede do teto (EPT), medidos ortogonalmente ao 

canal do teto, 10 mm acima da Roseta de Fürstenberg (figura 2). 

 

 

Figura 2. Medidas ultrassonográficas (em mm) realizadas no D0 e D1 nas búfalas (GE; n=12).  

Legenda: CCT: comprimento do canal do teto; DRF: diâmetro do teto medido no eixo ortogonal a Roseta 

de Fürstenberg; EPT: espessura da parede do teto; DCT: diâmetro da cisterna do teto. 
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California mastitis test (CMT), Contagem de células somáticas (CCS) e ocorrência de 

mastites 

Na secagem, todas as vacas tiveram CMT realizado pelo primeiro autor em cada quarto 

funcional. A reação ao CMT de cada quarto foi registrada e classificada de acordo com 

Schalm e Noorlander.32 Após o parto, o CMT foi realizado pelos colaboradores da 

fazenda, previamente treinados, que também realizaram avaliações de secreção 

previamente a todas as ordenhas para ocorrência de MC durante os 100 primeiros dias de 

lactação (DEL). A CCS foi realizada por laboratório oficial da Associação Paranaense de 

Criadores de Bovinos da Raça Holandesa – APCBRH, disponibilizando informações via 

relatórios mensais mediante solicitação do produtor. 

 

Análise estatística 

A pesquisa configura um estudo experimental longitudinal prospectivo e retrospectivo 

com controle negativo (vaca controle dela mesma).  

Os dados da avaliação clínica foram comparados pelo teste de Mann-Whitney. As 

medidas de ultrassonografia e termografia dos tetos, bem como a CCS observada nos 100 

primeiros dias de lactação, foram comparadas pelo teste de t de Student. Os valores de 

CCS foram transformados para log10. Os dados estão apresentados em média, desvio 

padrão e coeficiente de variação. Para todas as análises foi utilizado o SPSS®, versão 25 

e nível de significância de 0,05. 

 

Comitê de ética 

O experimento foi iniciado após aprovação de pesquisa pela Comissão de ética no uso de 

animais (CEUA) da IAPAR, protocolo nº 02/2019 (anexo 9).  

 

 

Resultados 

CIM e CBM 

Os testes de susceptibilidade antimicrobiana para determinação de CIM e CBM 

foram realizadas para OEM puro a 5%, M5 e Clorexidina (CHX) a 2%, para cepas S. 

aureus ATCC®25923™ E. coli ATCC®25922™, e para duas cepas selvagens de S. aureus 

oriundas de vacas Holandesas. Afora os resultados para o CHX 2%,  que foram iguais, 

sendo uma CIM e CBM de 0,1 µL/mL (0,2%), para S. aureus ATCC®25923™, E. coli 
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ATCC®25922™ e para as cepas tipo selvagens de S. aureus, os resultados obtidos  estão 

apresentados no quadro 1.  

 
Quadro 1. Resultados para testes de susceptibilidade antimicrobiana por meio da 

determinação de Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração bactericida 

mínima (CBM) de OEM 5% e M5. 

Cepas 

CIM CBM 

OEM 5% M5 OEM 5% M5 

µL/mL e % v/v 

E. coli 

ATCC®25922™ 
6,25 0,3125 6,25 0,3125 6,25 0,3125 25 1,25 

S. aureus 

ATCC®25923™ 
6,25 0,3125 25 1,25 6,25 0,3125 100 5 

S. aureus TS1 50 2,5 25 1,25 100 5 100 5 

S. aureus TS2 50 2,25 SA SA 50 2,25 SA SA 

Legenda: OEM 5%: Óleo essencial de melaleuca a 5%; M5: Medicamento a base de óleo essencial de 

melaleuca a 5%; CIM: Concentração inibitória mínima; CBM: Concentração bactericida mínima; TS1: 

Cepa tipo selvagem 1; TS2: cepa tipo selvagem 2; AS: Sem ação. 

 

Exame físico do úbere 

Não foram observadas diferenças (P>0,05) no exame físico específico do úbere e tetos 

das búfalas entre os dias de avaliação. As vacas não manifestaram em nenhum momento 

sinais de dor local.   

 

Termografia infravermelha (TRI) do teto 

Os resultados obtidos pelos termogramas em três pontos de avaliação dos tetos (base, 

centro e ponta), demonstraram aumentos (P<0,001) em todos os pontos de avaliação de 

em média 3,5ºC entre o D0 e D1 de avaliação (tabela 1). 

 

Tabela 1. Avaliação termográfica de tetos bubalinos (n=48) com medidas em ºC e média 

e desvio padrão (  ± σ) de três pontos de avaliação.  

Parâmetros 
D0 D1 

P-valor 
(  ± σ) 

TBT 30,98±2,64b 34,50±1,02a <0,001 

TCT 30,41±3,09b 33,91±1,63a <0,001 

TPT 30,23±4,30b 33,90±0,97a <0,001 

Σ (  ± σ) 30,54±3,40b 34,11±1,27a <0,001 
Letras diferentes nas linhas indicam diferenças significativas entre os dias 

D0 e D1, pelo teste t de Student (P<0,05). TBT: temperatura da base do 

teto; TCT: temperatura do centro do teto; TPT: temperatura da ponta do 

teto. 
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Ultrassonografia 

Com exceção dos valores de DRF (P=0,3697), o US demonstrou entre D0 e D1, pós 

secagem, uma diminuição dos valores de CCT, EPT e um aumento dos valores do 

diâmetro da cisterna do teto (DCT) (tabela 2).  

 

Tabela 2. Medidas anatômicas em mm dos tetos (n= 48) de búfalas Murrah feitas por 

ultrassonografia apresentados em média e desvio padrão (  ± σ) dos tetos. 

Parâmetros 
D0 D1 

P-valor 
(  ± σ) 

CCT 11,75 ± 1,82a 8,88 ± 1,34b <0,0001 

DRF 22,19 ± 2,57a 22,28 ± 2,46a   0,3697 

EPT 9,54 ± 2,05a 7,15 ± 1,84b <0,0001 

DCT 5,74 ± 1,88b 13,25 ± 3,49ª <0,0001 
Letras diferentes nas linhas indicam diferenças significativas entre os dias D0 e 

D1, pelo teste t de Student (P<0,05). CCT: comprimento do canal do teto; DRF: 

diâmetro da Roseta de Fürstenberg; EPT: espessura da parede do teto; EMT: 

espessura da mucosa do teto; DCT: diâmetro da cisterna do teto. 

 

Comparando tetos anteriores (TA) e posteriores (TP) (tabela 3), verificou-se no D1 para 

DRF um valor médio dos TP superior aos TA (P=0,0006), EPT, um valor médio de TA 

superior aos TP (P=0,0033) e DTC com um valor médio de TP superior aos TA 

(P=0,005). 

 

Tabela 3. Medidas anatômicas em mm dos tetos anteriores (n= 24) e tetos posteriores 

(n=24) de búfalas Murrah feitas por ultrassonografia apresentados em média e desvio 

padrão (  ± σ). 

Parâmetros 
D0 D1 P-valor 

(  ± σ) TA vs.TP D0 TA vs. TP D1 

CCT 
TA 12,0±2,2a 8,9±1,4a 

0,1618 

 
 

0,4354 

 
 

TP 11,5±1,3a 8,9±1,3a 

DRF 
TA 21,7±2,7a 21,4±2,6b 

0,0722 

 
 

0,0006 

 
 

TP 22,6±2,5a 23,1±2,0a 

EPT 
TA 9,5±0,8a 7,7±0,9a 

0,1624 

 
 

0,0033 

 
 

TP 9,9±0,8a 7,0±0,7b 

DTC 
TA 5,8±1,8a 12,0±3,1b 

0,4044 

 
 

0,0005 

 
 

TP 5,7±2,0a 14,4±3,5a 

Letras diferentes nas colunas indicam diferenças significativas entre os dias D0 e D1, pelo teste t de Student 

(P<0,05). CCT: comprimento do canal do teto anterior; DRF: diâmetro da Roseta de Fürstenberg; EPT: 

espessura da parede do teto; DTC: diâmetro da cisterna do teto; TA: tetos anteriores; TP: tetos posteriores. 
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Não foram encontradas alterações compatíveis com uma inflamação. Entretanto, foram 

detectadas características anatômicas peculiares nas búfalas conforme pode ser observado 

na figura 3.  

 

    

Figura 3. Características anatômicas peculiares em búfalas: a) Anel proeminente na mucosa (seta verde); 

b) camada muscular mais espessa, comprimindo a cisterna do teto (setas amarelas). 

 

 

California mastitis test (CMT), Contagem de células somáticas (CCS) e ocorrência de 

mastites 

Realizado no momento da secagem e cinco dias após o parto, não foram observadas 

diferenças do CMT, anterior esquerdo (P=0,5862), posterior esquerdo (P=0,7728), 

anterior direito (P=1,00) e posterior direito (P=0,7728). 

As vacas permaneceram secas em média 120 dias (entre 96 e 149 dias). Não foi observada 

correlação entre a duração do período seco (dias seca) e a CCS (P>0,05). 

Valores de CCS no momento da secagem e nos três meses pós-parto, apresentaram 

diferenças na comparação intragrupos (P<0,05), com diminuição no terceiro CL (4,24 ± 

0,47 x log10 CCS/mL em comparação ao momento da secagem (4,57 ± 0,25 x log10 

CCS/mL). Por outro lado, no GT, foi observado aumento dos valores de CCS no pós-

parto (P<0,05), no primeiro (4,29 ± 0,28 x log10 CCS/mL), segundo (4,36 ± 0,35 x log10 

CCS/mL) e terceiro CL (4,47 ± 0,36 x log10 CCS/mL), quando comparado ao momento 

da secagem (4,00 ± 0,24 x log10 CCS/mL) (figura 3). 
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Figura 4. Comparação de CCS (x log10) intra e entre grupos em três controles leiteiros oficiais no pós-parto 

em comparação ao momento da secagem para GT (n=12) e ano STVS ( n=12).  

Letras maiúsculas diferentes nas barras indicam diferenças significativas entre os controles leiteiro do ano 

STVS,  e letras minúsculas diferentes indicam diferenças entre os controles leiteiros para o GT, pelo teste 

t de Student (P<0,05). 

 

Não foram observadas diferenças nos valores de CCS nos três meses de CL pós-parto na 

comparação entre anos (P=0,3208). Três búfalas no grupo STVS apresentaram valores de 

CCS acima de 100.000 CCS/mL (mínimo 146.000 CCS/mL e máximo 243.000 CCS/mL) 

no grupo com GT, um animal (262.000 CCS/mL). Em cada momento de avaliação, uma 

vaca apresentou mastite clínica no pós-parto imediato (P>0,05).   

 

Produção de leite 

Não foram observadas diferenças entre os valores de produção de leite nos três primeiros 

meses após o parto registrados durante o CL, com (GT) e sem terapia da vaca seca (STVS; 

P=0,1985), assim como também não encontramos correlação entre a ordem de lactação e 

a produção de leite (P<0,05) em nenhum dos momentos de avaliação.  

 

 

Discussão 

 

Os resultados demonstraram que o medicamento formulado, conservou a capacidade 

antimicrobiana do OEM puro, que pode ser atribuída pela presença de terpinel-4-ol, 37-39 
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principal componente que propicia principalmente ação antibacteriana23,40-42 e anti-

inflamatória37-39 ao OEM. Entretanto, também foram descritas ações antifúngicas,14,15 

repelentes,43 antiparasitárias,18,19 entre outras. 

Os óleos essenciais  podem sofrer variações em sua composição,44 portanto estabeleceu-

se como norma internacional para o OEM, que uma quantidade acima de 30% de terpinen-

4-ol, é considerado um óleo com maior potencial antimicrobiano;45 portanto, como o M5 

contém 42% de terpinen-4-ol, esperava-se obter uma ação antimicrobiana suficiente.  

 

CIM e CBM 

Os valores de CIM e CBM para S. aureus ATCC®25923™ E. coli ATCC®25922™, 

obtidos neste trabalho foram iguais (0,3125% v/v ou 6,25µL/mL). Esses valores foram 

muito próximos aos resultados obtidos por Cox et al.44, com 0,25% v/v de CIM e 0,5% 

v/v de CBM de OEM contra cepas de S. aureus (NCTC 8325) e E. coli (AG 100). 

Variações observadas estão relacionadas com a resistência da cepa bacteriana,21 mas 

também podem ser consequência da variabilidade na taxa pela qual os componentes 

ativos do OEM se difundem através da parede celular bacteriana e nas regiões 

fosfolipídicas das estruturas da membrana celular.44 

Em estudo com óleo essencial de M. armillaris, analisando ação contra cepa padrão de S. 

aureus ATCC®25913™, os valores de CIM foram de 25 µL/mL, respectivamente, 

maiores em comparação as cepas laboratoriais desse estudo. Essas variações podem ser 

atribuídas a uma maior atividade antimicrobiana do OEM pela maior concentração de 

Terpinen-4-ol na planta M. alternifolia em relação a M. armillaris.23  

A ação antimicrobiana oriunda do OEM é causada por danos à membrana microbiana, 

estabelecida por um aumento de susceptibilidade a NaCl, formação de mesossomos e 

perda do material citoplasmático.44-46 Estes efeitos podem ser atribuídos a 42% de 

terpinel-4-ol, principal constituinte do OEM do M5,45,47 valores superiores ao encontrado 

no estudo de Li et al.48 que atribuiu a atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli e 

Candida albicans para 23% de terpinen-4-ol em uma amostra de OEM. 

As concentrações finais usadas na bisnaga de 5% (200mg) com um volume total de 4ml 

foram menores que o volume total de 9ml de CINATUBE® que contém OEM.22 Ainda 

assim foram suficientes para proteger a cisterna do teto da búfala. Isso pode ser explicado 
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pela capacidade de dissolução do óleo, que envolve a desintegração do veículo e dispersão 

do ingrediente ativo na cisterna da glândula e no sistema de ductos da glândula mamária.49 

 

Exame físico- clínico e exames por ultrassonografia e termografia  

Durante as avaliações ultrassonográficas, foram identificadas algumas características 

anatômicas específicas, as dobras anulares, observadas na transição entre a cisterna do 

teto e cisterna da glândula e um colapso em região de ponta do teto, atributo peculiar para 

búfalas de rio. Essas peculiaridades descritas anteriormente como pregas anulares 

proeminentes,29 presumiu que estas pregas podem interferir na retenção do leite e regular 

o tamanho da cisterna, o que as caracteriza como um mecanismo de proteção de glândula, 

principalmente em uma espécie que permanece muito tempo na água, como os búfalos.  

Como as búfalas foram avaliadas após o desmame dos bezerros no D0, alguns tetos 

estavam mais colapsados na região da ponta do teto. Esta característica, antes descrita 

como parte do canal do teto,31 representa uma estrutura muscular mais forte, 

possivelmente pela presença de uma estrutura de colágeno mais densa, que garantem as 

búfalas uma maior proteção contra fatores ambientais e comportamento de permanecer 

em pântanos e banhados50-52.  

Para Sharma et al.53 os tetos são considerados a primeira linha de defesa contra infecções 

intramamárias, correlacionando o aumento da CCS com um maior diâmetro da ponta do 

teto.  Segundo Kaur et al.54 os parâmetros morfológicos estão diretamente associados a 

saúde do úbere. Os mecanismos de proteção naturais da búfala podem permitir que ela 

seja menos vulnerável no período seco comparado com a vaca bovina, porém não 

garantem uma proteção efetiva durante todo o período seco conforme verificado por 

Guccione et al..55 

O aumento da temperatura média nos tetos no D1 em comparação ao D0 de avaliação, 

podem ser atribuídos ao desmame e secagem abrupta com consequente preenchimento e 

ingurgitamento da cisterna do teto, com valores semelhantes ao encontrado por Yang et 

al. 56 ao estabelecer o valor médio antes da ordenha de vacas Holandesas para AE e PE 

(35,8 ± 0,93 ºC) e para AD e PD (35,8 ± 0,87 ºC). Portanto, o abastecimento com leite 

assim como o próprio aumento de volume, tornou a região mais sensível à variação, com 

aumento da temperatura.  



 

56 

 

Uma mastite estabelecida provoca modificações nos tecidos e lesões na mucosa.57 Isso 

indica que o produto a base de OEM 5% não induziu reações inflamatórias locais ou 

gerais suficientes para a detecção clínica de uma cisternite, telite, galactoforite ou 

alteração na granulação de tecido glandular25, 58 por nenhum dos meios de exame físico e 

complementares usados. 

 

CMT, CCS e ocorrência de mastite 

O período seco apresenta grande influência na saúde do úbere. Segundo Gree et al.59 60% 

das mastites clínicas, durante as duas primeiras semanas no pós-parto foram adquiridas 

no período seco. O manejo correto no momento da secagem garante a diminuição da 

ocorrência de mastite e maximiza a produção da próxima lactação. Neste momento, 

busca-se, a eliminação das infecções existentes e prevenção de novas infecções.60 

Este período de “descanso” apresenta-se como um momento estratégico e muito 

importante para vacas bovinas.4 Em búfalas, as pesquisas são incipientes, entretanto 

Guccione et al.55 na Itália publicaram a primeira avaliação de 600mg de cloxaciclina 

benzatina para terapia de secagem em búfalas da raça Mediterrâneo, com resultados 

encorajadores na redução da incidência de mastites.  

Em fazendas bovinas orgânicas, Kiesner et al.6 apontaram uma maior chance de novas 

infecções para vacas sem proteção intramamária após o período seco. A saúde do úbere 

pode ser calculada por meio do CCS e CMT. Assim como em vacas bovinas, em búfalas, 

valores de CCS também podem ser indicativos para diagnóstico de mastite, sendo 

200.000 CCS/mL um valor indicativo de infecção intramamária em animais da raça 

Murrah.21 Possivelmente os 100.000 CCS/mL estabelecidos como limiar saudável para 

produção orgânica em vacas bovinas6 podem ser utilizados para búfalas igualmente. 

O CMT é utilizado para realização de testes rápidos no momento da secagem e após o 

início da lactação. A identificação de vacas e quartos, apresentam como propósito a 

tomada de decisões seletivas de tratamento.33,34 Em nosso estudo, além do CMT no 

momento da secagem, ele foi repetido cinco dias após o parto e os resultados de avaliação 

foram semelhantes. Para Sanford et al.61 o CMT não pode ser usado como critério único 

na seleção das vacas para o uso ou não do tratamento de vaca seca. Devem ser associados 

parâmetros mais objetivos como a CCS. Ao usarmos ambos os parâmetros tentamos ser 
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muito criteriosos, para garantirmos a detecção o mais precocemente possível de qualquer 

infecção intramamária.  

A mastite detectada, apesar de ser rara, ocorreu justamente no momento do pós-parto que 

pode ser justificado pelo tempo prolongado do período seco da búfala, com a cessação da 

atividade do OEM,62 estresse do período pós-parto, e aumento do risco de contaminação 

pela abertura diária do canal do teto, durante as ordenhas.63 

Como proteção natural, testando um produto vegetal de aplicação intramamária em vacas, 

produzido nos EUA (PHYTOMAST®) não foram observadas diferenças significativas 

para valores de CCS, entretanto foram observadas taxas de curas bacteriológicas de 

41,7% em comparação ao grupo controle negativo 29,2%, no tratamento de mastite 

clínica,64 no tratamento de secagem, com resultados semelhantes a terapia antibiótica 

convencional.22 Como no nosso estudo, também não se observou a ocorrência de efeitos 

adversos. 

 Khan et al.11 comparando a eficácia terapêutica de extrato de fruto Phyllanthus embilica 

(Amla) com penicilina procaína para tratamento de mastite subclínica em búfalas sem 

especificação de raça, a taxa de cura porcentual de quartos com mastite subclínica com o 

extrato de fruto foi de 64,7% e 80,95% para a penicilina procaína. O extrato da fruta 

Amla, assim como a Melaleuca alternifolia, produto ativo da fórmula desta pesquisa, 

apesar de verificadas taxas de resistência bacteriana,65 apresenta-se como uma boa 

alternativa para o uso de antibióticos sintéticos, apresentando comprovadas potenciais 

antimicrobianos.66 Não foram encontrados estudos para utilização em búfalas durante o 

período seco, característica inédita ao medicamento originário desta pesquisa. 

 

 

Conclusões 

 

O OEM é eficaz in vitro contra cepas padrão de E. coli e S. aureus e contra cepas 

selvagens de S. aureus proveniente de vacas bovinas com mastite. O OEM pode ser usado 

em aplicações intramamárias em búfalas, não irritando os tecidos. Os resultados de CCS 

revelam proteção durante o período seco. 
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CAPÍTULO 4 

 

CONCLUSÃO/ IMPACTO E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Os problemas de resistência antimicrobiana, ineficácia do tratamento das 

mastites e consequências na saúde da vaca, desencadeia um forte clamor da 

sociedade, pelo uso de substâncias alternativas na substituição de antibióticos 

sintéticos e incentiva a busca por um produto de procedência mais natural e livre 

de resíduos de antibióticos. 

A presente pesquisa apresentou um medicamento, a base de OEM, e que 

demonstrou compatibilidade na aplicação intramamária para proteção de vacas 

e búfalas durante o período seco, e tratamento de mastite na lactação. Obteve-

se resultados promissores em testes de susceptibilidade antimicrobiana, e na 

proteção de vacas secas no período seco.  

Pelo pioneirismo do estudo nacionalmente, e pelo potencial farmacológico 

apresentado em estudos clínicos, o produto desta pesquisa, concorreu em um 

programa de inovação oferecido pelo governo do Paraná, o Programa Centelha. 

A iniciativa foi promovida pelo Ministério da Ciência, Tecnologia e Inovações 

(MCTI) e pela Financiadora de Estudos e Projetos (Finep), ambos do governo 

federal, em parceria com o Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico (CNPq) e o Conselho Nacional das Fundações Estaduais de 

Amparo à Pesquisa (Confap), operada pela Fundação CERTI e, no Paraná, foi 

executado pela Fundação Araucária de Apoio ao Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico do Estado do Paraná (FA). 

Concorrendo entre outras 802 ideias inscritas, o tema desta dissertação 

foi inscrito no Programa Centelha com o título de “Fitoterápico intramamário para 

vacas de leite (FITOEM)” e após três fases classificatórias obteve a 36ª 

colocação. Integrou com este resultado a lista de suplente com demanda 

qualificada, com subvenção aprovada de R$ 43.673,99 na categoria de Química 

e novos materiais (anexo 10).  

Esses resultados nos garantem boas perspectivas, na busca da 

exploração dos potenciais farmacológicos do OEM. Para tanto, é necessária 

uma pesquisa mais aprofundada, para novas revelações sobre aspectos de 
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farmacocinética e farmacodinâmica do óleo essencial, especialmente visando a 

proteção da saúde de bovinos e bubalinos, assim como a saúde do consumidor.  
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ANEXOS 

Anexo 1. Normas revista “The veterinary Journal” Capitulo 2. 
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Anexo 2. Normas “Australian veterinary Journal” Capitulo 3. 
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Anexo 3. Análises OEM. 
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Anexo 4. Ficha de campo para experimento de secagem.  
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Anexo 5. Ficha de campo para o estudo de MAS 
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Anexo 6. Aprovação CEUA PUC-Paraná. 
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Anexo 7. Aprovação CEUA IAPAR, Paraná. 
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Anexo 8. Ficha de campo para o estudo de secagem das búfalas. 
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Anexo 9. Aprovação CEUA IDR – Pato Branco, PR. 
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Anexo 10.  Resultado programa Centelha do Paraná. 

 

 

 

 

 


