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This study aimed to analyze the zinc oxide and silver nitrate solutions as an alterna-
tive antiseptic for cow teats (in situ), considering the lack in the literature about these
compounds uses in mastitis prophylaxis. First microdilution tests med and MBC (Minimal
Bactericidal Concentration were perfor in order to determine the antimicrobial activity of
zinc oxide and silver nitrate solutions over 30 Staphylococcus spp. isolates, obtained from
cows with mastitis. All strains tested showed sensitivity to both solutions, but the silver
nitrate solution had lower MBC values (3,05 to 97,65ug/ml) compared with zinc oxide so-
lution MBCs (97,65 to 6,250 ug/ml). Subsequently, the antiseptic teat tests were conduc-
ted (in situ) by immersing the teats in same antimicrobial solutions tested in the first ex-
periment. Therefore, 40 teats were used (n = 40) originating from slaughtered cows were
divided into 4 groups of 10 teats, to test test zinc oxide 3% (30mg/mL) and silver nitrate
1% (10mg/mL) solutions and their respective controls. The teats were submitted to meso-
philic count on the teat surface (CFU/cm?) before and after immersion in tested solutions.
As a result, all the solutions (zinc oxide and silver nitrate) had a significant reduction in
CFU/cm? until 60 minutes after immersion (M 0’ to 60 M’). Silver nitrate solution showed
a reduction of CFU/cm? significantly higher compared to the group treated with zinc oxide
solution. These results validate the potential use of zinc oxide and silver nitrate solutions
in dairy cows as a pre- and post-dipping antiseptic.
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RESUMO.- Este trabalho teve como objetivo analisar o po-
tencial das solugdes de 6xido de zinco e de nitrato de prata
como alternativa para antissepsia de tetos de bovinos (in
situ), considerando a escassez de literatura a respeito do
uso destes compostos na profilaxia de mastites. Primeira-
mente foram realizados ensaios de microdiluicio e CBM
(Concentracdo Bactericida Minima) a fim de verificar a
atividade antimicrobiana das solugdes de 6xido de zinco
e de nitrato de prata sobre 30 isolados de Staphylococcus
spp., obtidos de casos de mastite. Todos os isolados apre-
sentaram sensibilidade as duas solucdes testadas, mas a
solucdo de nitrato de prata apresentou menores valores de
CBMs (3,05 a 97,65 pg/mL), quando comparada as CBMs
da solucdo de 6xido de zinco (97,65 a 6.250pg/mL). Pos-
teriormente, foram conduzidos os ensaios de antissepsia
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dos tetos (in situ) através da imersdo dos mesmos nas solu-
¢Oes antimicrobianas testadas. Para isso, foram utilizados
40 tetos (n=40) oriundos de vacas abatidas, os quais foram
divididos em 4 grupos de 10 tetos, destinados ao teste das
solucdo de 6xido de zinco a 3% (30mg/mL), de nitrato e
prata 1% (10mg/mL) e seus respectivos controles. Os te-
tos foram submetidos a contagem de microrganismos me-
sofilos na superficie dos tetos (UFC/cm?) antes e ap6s a
imersao nas solucdes testadas. Como resultado, todas as
solugdes (de éxido de zinco e de nitrato de prata) apresen-
taram significativa reducdo de UFC/cm? até aos 60 minutos
apos aimersdo (M 0’ a M 60’). A solugdo de nitrato de prata
apresentou redugdo de UFC/cm? significativamente maior,
quando comparado ao grupo testado com solucdo de dxido
de zinco. Tais resultados validam o potencial das solugdes
de 6xido de zinco e nitrato de prata para utilizagdo no pré e
pos-dipping em vacas leiteiras.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Antissepsia de tetos, 6xido e zinco, ni-
trato de prata, bovinos.

INTRODUCAO
No ano de 2014, o efetivo total do rebanho de bovinos no
Brasil foi de 212,34 milhdes de cabecas, desse total 10,9%
corresponde a vacas ordenhadas. Este indice coloca o pais
na segunda posicdo mundial em relagio ao efetivo de vacas
ordenhadas, ficando atras apenas da India (IBGE 2014).

Tais indices expressam a importancia que a pecuaria
leiteira adquiriu no pais, motivada pelo seu desempenho
econdmico, pela geracdo de empregos permanentes (Fun-
dacdo Banco do Brasil 2010), e ainda pela importancia do
leite na alimentagdo humana, devido a sua riqueza em nu-
trientes proporcionando um conjunto abrangente de bene-
ficios para a saide (Gomes et al. 2008).

Apesar do Brasil apresentar destaque na pecudria lei-
teira mundial, o leite oriundo de algumas cria¢des continua
a apresentar baixa qualidade microbiolégica tendo em vis-
ta as mas condig¢des higiénico-sanitarias; o estado de sau-
de dos animais e cuidados inadequados com utensilios e
equipamentos utilizados nos procedimentos de ordenha
(Simoes & Oliveira 2012). Este cendrio proporciona uma
prevaléncia acentuada da mastite no rebanho, enfermidade
de natureza plurietiol6gica, que compromete o desempe-
nho da atividade leiteira através de significativas reducoes
na producao e qualidade do leite, perdas pelo descarte de
animais e custos com o tratamento (Radostits et al. 2002,
Contreras et al. 2007).

0 plano de controle e prevengio da mastite é provido de
diversas estratégias, tais como higienizacdo do ambiente;
dos equipamentos e a lavagem do tUibere antes da ordenha,
as quais reduzem o nimero de microrganismos patogeé-
nicos (Quinn et al. 2005). Contudo, a antissepsia de tetos
antes (pré-dipping) e ap6s (p6s-dipping) a ordenha consti-
tui-se das mais eficazes estratégias de controle da mastite
contagiosa e ambiental, ja que a pele do teto, além constar
uma microbiota intrinseca, é contaminado com bactérias
oriundas do ambiente (Fonseca & Santos 2007, Coser et al.
2012).

Um nimero limitado de antissépticos quimicos pode
ser usado na lavagem de tetos, tais como, solugdes a base
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de cloro, ioddforos, compostos quaternarios de amoénia. A
limitacdo estd associada a uma série de exigéncias que de-
vem ser cumpridas para seu uso com eficacia e seguranca
(Pedrini & Margatho 2003). Além disso, a emergéncia de
cepas bacterianas resistentes a desinfetantes utilizados
em pré e pés dipping podem dificultar programas de pre-
vencdo e controle de mastite nos rebanhos leiteiros. Tais
pressupostos sdo embasados na existéncia de variacées no
perfil de sensibilidade e resisténcia dos microrganismos a
alguns compostos antimicrobianos ja utilizados em proce-
dimentos de antissepsia de tetos (Medeiros 2008, Ramalho
et al. 2012), reascendendo a necessidade de busca conti-
nua por novos farmacos para esta finalidade (Rocha et al.
2011).

Partindo dessa premissa, alguns métodos alternati-
vos de tratamento e prevencdo contra mastite vém sendo
amplamente estudados nos ultimos anos (Andrade 2010,
Yokoia 2010, Faccin 2013). Porém, todos estes estudos par-
tem de principios ativos de materiais organicos, como por
exemplo, muco de escargots Achatina spp.; extrato de pro-
polis e da planta aroeira.

As altas e amplas atividades antimicrobianas dos sais
inorganicos foram documentas, e vem sendo utilizadas em
procedimentos terapéuticos na medicina humana e vete-
rinaria (Spinosa et al. 2006, Batistuzzo et al. 2011, Anvisa
2012). O 6xido de zinco (ZnO) caracterizou-se como um
importante material industrial ao longo do tempo e atu-
almente vem sendo objeto de interesse consideravel, por
apresentar uma combinag¢ido de propriedades fisicas, qui-
micas e bioldgicas (a¢do antibacteriana) (Feltrin 2010). O
nitrato de prata (AgNO,), tem sido utilizado durante sécu-
los como agente antimicrobiano, mas o uso deste, diminuiu
drasticamente quando os antibidticos foram introduzidos
nas praticas médicas (Atiyeh et al. 2007).

Deste modo, este ensaio teve como objetivo analisar o
potencial das solugdes de 6xido de zinco e de nitrato de
prata como alternativa para antissepsia de tetos de bovi-
nos, cujas formulagoes ainda ndo tinham sido testadas para
esta finalidade.

MATERIAL E METODOS

Local de execucdo. O experimento foi executado no Labora-
tério de Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade Fe-
deral do Vale do Sao Francisco, localizado no Campus de Ciéncias
Agrarias, no municipio de Petrolina no estado de Pernambuco, no
periodo de outubro de 2014 a novembro de 2015.

Determinacio da atividade antimicrobiana do 6xido de zin-
co e do nitrato de prata contra Stahylococcus spp. obtidos de
mastite bovina, através da técnica de Microdiluigio e Concen-
tracdo Bactericida Minima

Obtencdo das amostras (dos isolados). Foram utilizados
17 isolados de Staphylococcus aureus e 13 isolados de Staphylo-
coccus coagulase positiva (SCP), todos obtidos da bacterioteca do
laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal, resultantes de
experimentos executados por Krewer etal. (2014), que recuperou
estes microrganismos a partir do leite de vacas com mastite clini-
ca e subclinica oriundas de propriedades dos estados da Bahia e
de Pernambuco, sendo localizadas no Vale Submédio Sdo Francis-
co e no Agreste Pernambucano.
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Obtencao e preparo dos agentes antimicrobianos. Todos
os isolados bacterianos foram testados frente aos dois compos-
tos inorganicos: 6xido de zinco (ZnO) e nitrato de prata (AgNO,),
ambos provenientes do Laboratério de Ciéncias dos Materiais da
UNIVASE. Antes da sua utilizagdo nos ensaios de microdiluicdo e
CBM, as solugdes do 6xido de zinco e de nitrato de prata foram
preparadas a partir de d4gua destilada esterilizadas a uma concen-
tracgdo final de 25 mg/mL.

Microdiluicdo e CBM. A atividade antimicrobiana do 6xido
de zinco e do nitrato de prata foi determinada utilizando o mé-
todo de microdilui¢do, baseado no documento M7-A6 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI 2015), com pequenas
modificagdes.

Apobs o processo de replicagdo dos 30 isolados, deu-se inicio
ao procedimento de microdiluicdo, ao realizar a técnica padrao de
turvagdo a 0,5 na escala de Mac Farland (1 x 108 UFC/mL), utili-
zando-se solugdo salina a 0,85%. Depois, adicionou-se 0,1 mL da
suspensdo turva (solucdo salina com isolados de Staphylococcus
spp.) a 9,9 ml de caldo Mueller Hinton (MH) em tubos de ensaio.
Para cada grupo do antimicrobiano testado (6xido de zinco e ni-
trato de prata), foram produzidos 30 tubos de ensaios contendo
10 mL da solugdo composta por 9,9 mL de caldo MH adicionado
de 0,1 mL da suspensdo de Staphylococcus spp.

Logo apds, procedeu-se com a microdiluicdo em microplacas
na capela de fluxo laminar. Inicialmente, com o auxilio da micro-
pipeta multicanal, coloca-se 200 pl de caldo MH, puro e estéril em
cada pogo da microplaca, procedendo-se logo em seguida com a
diluicdo do 6xido de zinco e nitrato de prata, colocando-se 200 pl
dos mesmos nos primeiros pocos, seguindo-se uma diluicdo de
1:2 e descartando-se os ultimos 200 ul. Assim, obtiveram-se di-
ferentes concentracdes ao longo dos oito pogos das microplacas:

2-12.500 pg/mL; 22- 6.250 pg/mL; 32- 3.125 pg/mkL; 42- 1.562,5
pg/mkL; 52- 781,2 pg/mL; 62- 390,6 pg/mL; 72-195,3 pg/mL;

2- 97,6 pg/mL. Como todos os isolados exibiram sensibilidade
até a 82 concentrac¢do (97,6 ug/mkL) para a solugdo de nitrato de
prata, procedeu-se a nova microdiluicdo até a concentracdo de
3,05 pg/mL. Em seguida, adicionou-se 10 pL de caldo MH conten-
do os micro-organismos em cada poc¢o. As microplacas também
continham os pocgos de controles positivo e negativo. No tltimo
colocou-se apenas o caldo MH, sem adi¢do dos antimicrobianos
testados (6xido de zinco e nitrato de prata) e sem a solugdo com
os Staphylococcus spp., afim de garantir a esterilidade do meio ao
longo do teste. Nos pogos de controle positivo, encontravam-se o
caldo MH inoculado com os isolados de Staphylococcus spp. uti-
lizados, afim de verificar a viabilidade dos isolados. Em seguida,
as microplacas foram encaminhadas a estufa, sendo incubadas a
37°C por 24 horas.

Decorridas as 24 horas, iniciou-se o teste de CBM (Concentra-
¢do Bactericida Minima), com o auxilio de um replicador de mi-
croplacas, inoculou-se o contetido de cada po¢o da microplaca em
placas de petri contendo MH Agar. Estas placas foram incubadas
por 24 horas a 37°C. Decorrido esse tempo, foi efetuada a leitura
das placas. O po¢o na menor concentragdo que nao foi observado
nenhum crescimento bacteriano é considerada a Concentragio
Bactericida Minima (CBM). Todas as amostras foram testadas em
triplicata (CLSI 2015). Com o objetivo de comparar as CBMs ob-
tidas frente as solugdes de 6xido de zinco e de nitrato de prata,
empregou-se o teste de Wilcoxon.

Teste das solugdes de 6xido de zinco e de nitrato de prata
como antissépticos de tetos bovinos (teste in situ)
Delineamento experimental e obtencdo dos tetos. Foram
utilizados um niimero amostral de 40 tetos de vaca (n=40), sendo
este total divido em 04 grupos de 10 tetos. Um (01) grupo foi des-
tinado ao teste com as solugdes de 6xido de zinco a 3% (30mg/

mL), denominado Tratamento Oxido de Zinco, sendo paralela-
mente testado com outro grupo de tetos (n=10), denominado
Tratamento Controle 6xido de zinco, utilizando a solugdo controle
a base de dicloroisocianurato de sédio anidro, preparada confor-
me recomendagdo do fabricante. Da mesma forma, outro grupo
de tetos foi destinado ao teste com solugdes de nitrato de prata a
1% (10mg/mL), denominado Tratamento Nitrato de Prata, sendo
paralelamente testado com outro grupo de tetos (n=10), denomi-
nado Tratamento Controle nitrato de prata, utilizando a solugdo
controle a base de dicloroisocianurato de sédio anidro. Os tetos
destinados aos tratamentos experimentais (6xido de zinco ou
nitrato de prata) foram paralelamente testados com outros tetos
como controle, sendo ambos oriundos de um mesmo tbere, com
o proposito de igualar as condi¢des do ensaio.

Os 40 tetos (n=40) foram obtidos a partir de vacas abatidas no
abatedouro municipal de Petrolina-PE. Logo ap6s o abate, quando
ainda as vacas eram encontradas na linha de abate, os tetos foram
retirados e imediatamente acondicionados em sacos plasticos es-
téreis, e devidamente lacrados foram colocados numa caixa iso-
térmica com gelo. Em seguida os tetos foram encaminhados até
o laboratdrio de Imunologia e Microbiologia Animal da UNIVASF,
dando inicio ao procedimento de higienizacdo dos tetos utilizan-
do solugoes de 6xido de zinco e nitrato de prata através do méto-
do de imersao.

Realizacao de higienizacdo dos tetos utilizando solucdes
de 6xido de zinco e nitrato de prata através do método de
imersao ou toalhas (teste in situ). Primeiramente, foi marcado
o local de coleta dos espécimes clinicos no teto, demarcando uma
area de 4cm? na superficie da regido mediana do teto com o auxi-
lio de um molde de papel cartolina esterilizado. Para coleta a co-
leta dos espécimes clinicos foram realizados quatro movimentos
cruzados usando um swab bacteriolégico estéril (Finger 2001).

Para avaliagdo do efeito das solu¢cdes dos compostos inorgani-
cos 6xido de zinco e nitrato de prata, foi realizado um (01) swab
antes da imersdo dos tetos nas solugdes, sendo denominado como
Momento 0. Em seguida, foi procedida a imersdo dos tetos nas
solugdes antimicrobianas, por um periodo de 30 segundos, sendo
este considerado o tempo minimo de contato estabelecido com
a solugdo sanitizante (Brito et al. 2000, Amaral et al. 2004). Dez
(10) minutos apos a imersdo, procedeu-se realizacdo de outro
swab na mesma darea delimitada, sendo denominado Momento
10’ Mais dois (02) swabs foram realizados na area delimitada na
superficie do teto, aos 30 minutos e 60 minutos apds a imersao,
periodos denominados como Momento 30’ e Momento 60’, res-
pectivamente.

Realizacdao de plaqueamento em profundidade ou Pour
Plate. Apds a coleta, cada “swab” foi acondicionado imediatamen-
te em um tubo de ensaio esterilizado, contendo agua peptonada.
A partir deste tubo, realizaram-se dilui¢des sucessivas até 10* em
tubos de ensaio contendo caldo Muller Hinton. Em seguida, proé-
ximo ao bico de bunsen, inoculou-se 1 mL de cada dilui¢do em
placas de petri estéreis e vazais, e em seguida, verteu-se 15 mL
de meio PCA (Contagem Padrdo em Placa) nas placas inoculadas,
misturando o meio com o indculo através de movimentos circula-
res. Aguardou-se a completa solidificagdo do meio de cultura, até
que as placas foram encaminhadas até a estufa, a 37°C por um pe-
riodo de 48 horas. Os testes foram conduzidos em duplicata (Silva
etal. 2007).

Contagem das unidades formadoras de colonias (UFC) e
calculo dos resultados. Apds as 48 horas de incubagio, as pla-
cas foram submetidas a contagem das coldnias com o auxilio da
lupa de um contador de colonias. Para contagem, foram selecio-
nadas placas sem espalhamento, e para efeito do calculo foram
consideradas as placas com nimero de 30 a 300 coldnias. Para o
calculo das unidades formadoras de coldnias, foram consideradas
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a média aritmética das contagem de colonias das placas em du-
plicata e multiplicou-se pelo inverso das dilui¢des. Também, foi
devidamente procedida a transformacdo dos valores de UFC para
UFC/cm?, apés considerar que as amostras foram preparadas pela
técnica de esfregaco de superficie (Silva et al. 2007).

Anadlise estatistica dos dados. A auséncia de normalida-
de dos dados foi confirmada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Dessa forma, os valores obtidos para UFC/cm? foram submetidos
a transformacao logaritmica de base 10 (log, ) para analise esta-
tistica, e a funcdo antilogaritmica para apresentacdo dos resulta-
dos. Os valores obtidos de UFC/ cm? foram comparados entre os
tratamentos, utilizando-se a analise de varidncia para amostras
independentes e entre os momentos experimentais pela anali-
se de variancia para medidas repetidas. Empregou-se o teste de
Bonferroni para comparagio das médias. Para andlise dos dados,
foi utilizado o programa Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versao 20.0 para Windows.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade antimicrobiana da solugdo de 6xido de zinco

Houve diferenca estatistica significativa (p<0.01) quan-
do comparou-se os valores de CBMs das solugdes de 6xi-
do com as CBMs das solugdes de nitrato de prata. Todos
os isolados de Staphylococcus spp. testados apresentaram
sensibilidade ao éxido de zinco, mas com uma distribuicdo
desuniforme dos valores das CBMs. Tais isolados exibiram
uma variacdo de 97,65 a 6.250 pg/mL, sendo que 43,3%
dos mesmos foram sensiveis a menor concentragido (97, 65
pg/mL) (Fig.1). A média e a mediana obtidas dos valores
das CBMs da solu¢do do 6xido de zinco foram 1.396,48 ng/
mL e 292,96 ug/mlL, respectivamente.

A partir da década de 90, alguns pesquisadores inten-
sificaram as investigacdes a respeito do potencial de éxido
de zinco como antimicrobiano, certificando que Stapylococ-
cus aureus exibia uma alta sensibilidade ao 6xido de zinco,
o que nao foi demonstrado para a espécie Escherichia coli.
(Sawai et al. 1995). Soderberg e colaboradores, em 1990,
verificaram que as bactérias gram positivas sdo mais sus-
ceptiveis ao 6xido de zinco, comparada as gram negativas.
Estas ndo foram inibidas mesmo sendo submetidas a altas
concentracdes, ao tempo em que isolados de Staphylococ-
cus epidermidis exibiram uma notavel sensibilidade ao ZnO.

Alguns pesquisadores tentaram elucidar o mecanismo
de acdo do ZnO. Um dos pontos a serem considerados é o
fato do ZnO ser altamente insolivel em agua, mas exibe
maior solubilidade em condi¢des acidas. Nessa situacio,
0 ZnO dissocia-se liberando Zn*?, o qual pode exercer fun-
¢des bactericidas, pois o efeito antimicrobiano dos metais
pesados, geralmente, estd associodo a sua forma ionica,
assim como ocorre com o elemento prata (Ag). Alguns au-
tores associam este principio ao efeito resultante da aplica-
¢do do 6xido de zinco na prevencio de diarreias neonatais
em suinos. Contudo, existem expeculacées de que a pro-
pria molécula de 6xido de zinco (Zn0) tem um efeito sobre
o crescimento bacteriano (Silver 1996, Liedtke & Vahjen
2012).

Sawai et al. (1998), Sawai (2003) propuseram que a ge-
ragdo de peroxido de hidrogénio (H,0,), a partir da molécu-
la de ZnO, pode ser o fator principal da atividade antimicro-
biana do 6xido de zinco. Os mesmos autores afirmaram que
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a taxa de dissociacdo do 6xido de zinco em agua é muito
baixa, logo a formagdo de Zn*? pouco influencia no mecanis-
mo de acdo do 6xido de zinco. Para confirmar esta hipdtese,
os mesmos pesquisadores utilizaram solucdes de ZnCl, so-
bre S. aureus e E. coli, em uma concentra¢ao 10 vezes maior
de Zn*?, em relagdo a quantidade desse ion obtido em so-
lugdes de ZnO. No entanto, os ions Zn*? ndo apresentaram
efeito sobre o crescimento de E. coli e S. aureus, sugerindo
que o contato do pé de ZnO com célula bacteriana é um
fator muito importante. Amornpitoksuk et al. (2011) tam-
bém verificaram que a atividade antibacteriana do 6xido de
zinco diminuiu quando dissolvido em solug¢do acida, devido
ao aumento da taxa de dissolucdo do ZnO.

Com base no exposto acima, prevé-se que o mecanismo
de acgdo verificado neste ensaio é resultado da geracdo de
peroxido de hidrogénio (H,0,), a partir da molécula de ZnO,
ja que utilizou-se agua estéril como solvente na preparagao
da solugdo de 6xido de zinco.

Atividade antimicrobiana da soluc¢io de nitrato de prata

Os isolados de Staphylococcus spp. também demonstra-
ram sensibilidade a solu¢do do nitrato de prato, com valo-
res de CBM significadamente menores que os valores das
CBMs da solucdo de 6xido de zinco (p<0,01), tendo uma
variacdo entre 3,05 a 97,65 pg/mL (Fig.2). Dos 30 isolados
testados, 13 (43,3%) apresentaram valor de CBM de 24,41
pg/mL e outros 12 (40%) isolados apresentaram valores
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Fig.1. Concentragdo Bactericida Minima (CBM) da solugdo de 6xi-
do de zinco sobre isolados de Staphylococcus spp.
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Fig.2. Concentra¢do Bactericida Minima (CBM) da solu¢do de ni-
trato de prata sobre isolados de Staphylococcus spp.
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de CBM de 12,29 pg/mL (Fig.2). A média e a mediana ob-
tidas dos valores das CBMs da solucdo de nitrato de prata
foram 19,42 pg/mL e 12,20 pg/mL, respectivamente.

A evidéncia da alta atividade das solug¢des do nitrato
de prata é condizente com os postulados de Atiyeh et al.
(2007) ao afirmarem que os sais de prata foram utilizados
durante séculos como agentes antimicrobianos e que o uso
destes diminuiu drasticamente quando os antibiéticos fo-
ram introduzidos nas praticas médicas.

O emprego da prata e de seus compostos na medicina
se deve a atividade antimicrobiana dos ions Ag*, sendo seu
estado elementar (Ag®), considerado inerte ou fracamente
absorvido por células bacterianas. Por isso, a prata elemen-
tar requer ionizacdo em prol de uma eficaz atividade anti-
microbiana (Lansdown 2002, Trop et al. 2006, Castellano
etal. 2007).

0 mecanismo exato de acdo da prata sobre os microrga-
nismos ainda nao esta plenamente elucidado, mas tem sido
sugerido com base nas altera¢des morfologicas e estrutu-
rais verificadas nas células bacterianas (Rai et al. 2009).

Segundo alguns autores, os ions de prata se ligam a pro-
teinas teciduais e promove mudancas estruturais na pare-
de celular bacteriana e da membrana nuclear de célula, le-
vando a distor¢do e a morte (Castellano et al. 2007). Outros
estudiosos acrescentam que a prata também se liga ao DNA
e RNA bacteriano exercendo desnaturacgdo e inibindo a re-
plicacdo bacteriana (Lansdown 2002, Atiyeh et al. 2007).

Percival et al. (2005) afirmaram que a agdo inibidora da
prata decorre, em parte, da sua acumulagdo dentro do or-
ganismo bacteriano e de uma forte interacdo com grupos
tiol presentes em enzimas respiratorias das células bacte-
rianas.

A partir dos pressupostos mecanismos de a¢ao, algumas
espécies de bactérias foram documentadas como sensiveis
aos compostos de prata, tais como Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) e Enterococos resistentes a
vancomicina (Atiyeh et al. 2007). Como também, Pseudo-
monas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Proteus vulgaris, Acinetobacter baumannii (Ip et al. 2006),
Vibrio cholerae, Staphylococcus flexneri, e Staphylococcus
typhimurium (Sarkar et al. 2007).

Teste das solu¢des de 6xido de zinco e de nitrato de pra-
ta como antissépticos de tetos bovinos (teste in situ)
Essa etapa do experimento visou comparar a aplicacao
da solugdo de 6xido de zinco 3% (30mg/mL) e da solugdo
de nitrato de prata 1% (10mg/mL), com a solugdo antis-
séptica comercial ja utilizada, a base de dicloroisocianurato

de s6dio anidro, na lavagem de Ubere e tetos e na desinfec-
¢do de equipamentos de ordenha. Desta forma, os efeitos
dos diferentes tratamentos no procedimento de antissep-
sia dos tetos estdo apresentados no Quadro 1.

Ao observar os resultados no quadro, constata-se que
todos os tratamentos foram eficazes no tocante a redugao
do nimero UFC/cm? da superficie dos tetos, devendo-se fa-
zer algumas consideracgdes.

O tratamento é6xido de zinco foi igualmente eficaz ao
seu controle ao longo dos primeiros 30 minutos, diferen-
ciando-se somente aos 60 minutos. Neste ultimo momen-
to, a solugdo controle teve uma redu¢do de UFC/cm? mais
significativa. O tratamento nitrato de prata também foi tdo
eficaz quanto ao seu tratamento controle no decorrer dos
60 minutos, porém apresentou reducdo significativamen-
te maior aos 10 minutos apods a imersao. Estes resultados
indicam que as solugdes de 6xido de zinco e de nitrato de
prata conferem protecdo antimicrobiana equivalente (até
superior) a solucao comercial testada.

Comparando os desempenhos entre as solucdes expe-
rimentais (solu¢des de 6xido de zinco e nitrato de prata),
verificou-se que em todos os momentos do ensaio (M 10’, M
30’ e M 60’), o grupo Tratamento Nitrato de Prata diferen-
ciou-se do grupo Tratamento Oxido de Zinco, apresentando
uma reducdo significativamente maior no nimero de UFC/
cm?,

E importante frisar que os tratamentos Oxido de Zinco
e Nitrato de Prata estabilizaram suas atividades antimicro-
bianas aos 30’ e 60’ finais, porém, diferencas estatisticas
foram observadas do nimero de UFC/cm? reduzidas pela
acdo do nitrato de prata quando comparado ao 6xido de
zinco no mesmo periodo.

Ressaltando a acdo da solugdo nitrato de prata, obser-
vou-se que a mesma demonstrou maior atividade antimi-
crobiana no momento 10’ quando comparado ao seu grupo
controle e ao Tratamento Oxido de Zinco. Isso reflete uma
particularidade da solugio de nitrato de prata em reduzir
o nimero de UFC/cm? em um menor periodo de tempo,
fato que se apresentaria como uma vantagem no que diz
respeito a sua aplicacdo em procedimentos de p6s-dipping.
Esta técnica objetiva manter uma protecao do dstio do teto
contra a invasdo de patégenos ambientais logo apos a or-
denha, ja que se preconiza que somente decorridas 1-2 ho-
ras depois da ejecdo do leite, o esfincter volta ao seu estado
normal (Langoni 2013).

Apesar da evidéncia da eficaz redugao em niimero de
UFC/cm? por parte das solucoes de 6xido de zinco e nitrato
de prata, torna-se necessaria a elucidacdo das mesmas no

Quadro 1. Medianas obtidas para UFC/cm? nos diferentes tratamentos e
momentos experimentais em tetos provenientes de fémeas bovinas

Tratamentos MO M 10’ M 30’ M 60’

Oxido de zinco 495x 1034  1,08x103% 0,44 x 1035 0,30 x 103 B2
Controle 6xido de zinco 0,84x10%34 0,27 x 10348 (0,05x 10348 (0,03 x 1034
Nitrato de prata 11,3x1038% 0,12x103%  0,03x1034 0,03 x 1034
Controle nitrato de prata 2,14 x 10345 1,18 x 1038 0,23 x 10348 (,13 x 103 B2

Para cada momento, valores seguidos por letras mindsculas iguais ndo diferem entre si
(P>0,05). Para cada tratamento, valores seguidos por letras maiusculas iguais ndo dife-

rem entre si (P>0,05).
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tocante ao atendimento de outros critérios que devem ser
atendidos para finalmente poderem ser utilizados na de-
sinfec¢do de tetos na rotina de ordenha de bovinos. Devem-
-se considerar fatores como eficacia sobre os agentes en-
volvidos na mastite; tempo de acdo compativel ao manejo a
que os animais sdo submetidos; e pouca suscetibilidade aos
fatores intervenientes (presenca de matéria organica, pH),
além disso, ndo deve possuir efeito colateral sobre a pele do
animal e ndo deixar residuos no leite (Schuch et al. 2008).

A maioria das informagdes disponiveis sobre a utilidade
de prata como agente antimicrobiano é derivada da litera-
tura médica humana, especialmente em relatdrios publi-
cados a respeito de lesbes térmicas. A solugido de nitrato
de prata (0,5%) € o farmaco de eleigdo para queimaduras,
pois ndo interfere na proliferacio epidérmica e possui
propriedade antibacteriana contra Pseudomonas aerugi-
nosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Moyer et al.
1965). E valido ressaltar que estas tltimas duas espécies
bacterianas sdo também consideradas agentes etiolégicos
da mastite. Mais aplica¢des tépicas dos compostos de prata
sdo relatadas. O nitrato de prata é o tratamento preconiza-
do para granulomas umbilicais de recém-nascidos, com a
finalidade de reduzir o risco de infeccdo umbilical (Brods-
gaard et al. 2015). Solucdo aquosa contendo sais de prata é
instilada nos olhos de criancas recém-nascidas para evitar
infeccoes oculares neonatais (Silver 2003). Nitrato de prata
também foi utilizado na cauterizacdo de estomatite aftosa
em humanos (Ozler 2014).

Na medicina veterindria, os compostos de prata sdo
também utilizados em queimaduras, sendo administrados
em equinos, animais de produ¢do, em animais de compa-
nhia e até em espécies exoéticas laboratoriais (Mcree 2015).
A sulfadiazina de prata é o composto de eleicdo para o tra-
tamento de queimaduras, quando comparado ao uso do
nitrato de prata para esta mesma finalidade (Spinosa et al.
2006).

Em se tratando em tempo de ac¢do, os ions de prata po-
dem apresentar outra caracteristica benéfica no sentido de
prolongar a protecdo do dstio apés a ordenha. Faz-se re-
feréncia a um estudo publicado em 2015 constatando que
Pseudomonas aeruginosa mortas em solucdo de nitrato de
prata, exerciam efeitos bactericidas quando foram coloca-
das em contato com outras bactérias vivas. Os pesquisado-
res descobriram que os fons de prata alojam-se nas mem-
branas bacterianas abrindo caminho pelo seu interior e
criando uma espécie de vesicula, de onde saem para o exte-
rior, provocando a morte das bactérias existentes no meio
extracelular (Wakshlak et al. 2015). Se essa propriedade
for validada, a solucdo de nitrato de prata pode apresentar
acdo antimicrobiana prolongada, devido a um efeito resi-
dual das bactérias mortas aderidas a superficie do teto.

Relatos sobre toxidade da prata sdo controversos, exis-
tindo autores que sustentam a auséncia de toxidade para
células humanas (Silver 2003, Duran et al. 2007) enquanto
outros sdo mais cautelosos enfatizando que existem efeitos
adversos resultantes do uso de compostos de prata (Atiyeh
et al. 2007, Gong et al. 2007). Caso a ultima afirmacdo ve-
nha a ser ratificada, sugere-se que a possivel toxidade do
nitrato de prata possa ser minimizada, ao reduzir sua con-
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centracdo nas solucgdes, ainda garantindo seu poder anti-
bacteriano, ja que conforme resultado deste experimento, a
meédia obtida do ensaio de CBM com a solugido de nitrato de
prata foi extremante baixa, 19,20 pg/mL. A via de aplicagdo
é outro fator a ser considerado na minimizacao dos efeitos
toxicos do nitrato de prata, considerando que a absorgao
dérmica da prata é pouco provavel (Encyclopedia of Toxi-
cology 2005a).

Alguns pontos sdo favoraveis a aplicagdo da solugdo
do 6xido de zinco como antissépticos mamarios. A consi-
derar a alta afinidade do 6xido de zinco com Staphylococ-
cus aureus (Soderberg et al. 1990, Sawai 2003) o principal
patégeno da mastite (Brito et al. 2001, Taponen & Pyorala
2009). Outro fator importante é que o uso do 6xido de zin-
co foi consolidado na farmacéutica humana com indicagoes
para tratamentos de afec¢des dermatoldgicas, agindo como
antisséptico, secativo e adstringente, através de formula-
¢cdes de cremes, logdes, pomadas, pasta d’agua, em altas
concentragdes (Batistuzzo et al. 2011, Anvisa 2012).

As aplicagdes do 6xido de zinco exibidas acima, deno-
tam sua baixa toxidade a células da epiderme, somado ao
fato de que esse composto ndo é absorvido numa quantida-
de significativa quando aplicado a pele intacta (Encyclope-
dia of Toxicology 2005b).

Como visto, neste experimento foi possivel afirmar que
os antimicrobianos testados (solucdes de 6xido de zinco e
nitrato de prata) foram eficazes na redu¢io de UFC/cm? na
superficie do teto, e como supracitado, pode exercer efeito
antimicrobiano sobre os principais agentes etiolégicos da
mastite.

Portanto, deve-se considerar o potencial destes antimi-
crobianos no controle e prevencao da mastite, tendo em
vista o nivel variado de graus de susceptibilidade e resis-
téncia, ja documentados, dos desinfetantes rotineiramente
utilizados na pecudria leiteira (Medeiros 2008, Ramalho et
al. 2012).

CONCLUSAO

Os antimicrobianos testados (solugdes de 6xido de zinco e
de nitrato de prata) foram eficazes na reducdo de UFC/cm?
na superficie do teto, podendo exercer efeito antimicro-
biano sobre os principais agentes etiolégicos da mastite,
achados que caracterizam estas formula¢des como pro-
missoras para antissepsia de tetos em procedimentos de
ordenha. Logo, estudos complementares sdo necessarios a
fim de certificar o atendimento dos critérios preconizados
para antissépticos de tetos, consolidando o 6xido de zin-
co e o nitrato de prata como compostos alternativos para
o controle e prevencido da mastite nos rebanhos leiteiros
brasileiros.
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