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ABSTRACT.- Medeiros E.S., Santos M.V., Pinheiro Jr J.W., Faria E.B., Wanderley G.G.,
Teles J.A.A. & Mota R.A. 2009. [In vitro evaluation of the efficacy of commercial
disinfectants used in pre and post-dipping against Staphylococcus spp. isolated
from bovine mastitis.] Avaliacao in vitro da eficacia de desinfetantes comerciais utilizados
no pré e pds-dipping frente amostras de Staphylococcus spp. isoladas de mastite bovina.
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The objective of this investigation was to evaluate the in vitro sensibility of
Staphylococcus spp. to several commercially available disinfectants used for pre and
post dipping. A total of 60 isolates of Staphylococcus spp., identified as Staphylococcus
aureus (50) and Positive coagulase Staphylococcus (10) were obtained from the mammary
glands of dairy cows with subclinical mastitis in the regions of Metropolitan Recife, the
Agreste and the Zona da Mata of the State of Pernambuco, Brazil. As active ingredients
were used a chlorine base (25%), iodine (0.6%), chlorhexidine (2.0%), quaternary
ammonium (4.0%), and lactic acid (2.0%) at four specific intervals (15", 30", 60", and
300"). One hundred percent of S. aureus was found to be sensitive to iodine, 93.3% to
chlorhexidine, 80% to ammonia, 35.6% to lactic acid, and 97.8% were resistant to chlorine
at a 60-minute interval. With respect to the Positive coagulase Staphylococcus (SCP),
100.0% of the isolates were sensitive to iodine, 81.8% to quaternary ammonium, 99.9%
to lactic acid, 72.7% to chlorhexidine, and 100% was resistant to chlorine at an interval of
60 minutes. It can be concluded that the highest disinfectant activity in vitro was found to
be with iodine and chlorhexidine for S. aureus, and with iodine and lactic acid for SCP. A
further conclusion was that it is important to undertake a periodic evaluation of the
disinfectants used on the dairy properties in the regions studied, given the variety of
sensibilities and resistance to disinfectants used, which may prejudice the control of
bovine mastitis caused by Staphylococcus spp.
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RESUMO.- Objetivou-se com este estudo avaliar a sensi-
bilidade in vitro de Staphylococcus spp. frente a alguns
desinfetantes comerciais utilizados no pré e pds-dipping
em vacas leiteiras. Foram testados um total de 60 isolados
de Staphylococcus spp. identificados como S. aureus (50)
e Staphylococcus coagulase positiva (10) recuperados de
glandulas mamarias de vacas com mastite subclinica pro-
cedentes das regides Metropolitana do Recife, Agreste e
Zona da Mata do Estado de Pernambuco. O estudo da efi-
cécia dos desinfetantes utilizados no pré e pds-dipping foi
realizado utilizando-se os seguintes principios ativos: clo-
ro (2,5%), iodo (0,57%), clorexidine (2,0%), amoénia
quaternaria (4,0%) e acido latico (2,0%) em quatro tempos
distintos (15", 30", 60" e 300"). Observou-se que 100% de
S. aureus foram sensiveis ao iodo, 93,3% sensiveis a
clorexidine, 80% sensiveis a am0nia, 35,6% sensiveis ao
acido latico e 97,8% resistentes ao cloro no tempo de 60".
Com relagéo a Staphylococcus coagulase positiva (SCP),
100% dos isolados foram sensiveis ao iodo, 81,8% sensi-
veis a amoOnia quaternaria, 99,9% sensiveis ao acido latico,
72,7% sensiveis a clorexidine e 100% resistentes ao cloro
no tempo de 60". Conclui-se que a maior atividade desinfe-
tante in vitro foi verificada para o iodo e clorexidine frente a
S. aureus e do iodo e acido latico frente aos SCP e que ha
necessidade de avaliagéo periédica dos desinfetantes uti-
lizados nas propriedades leiteiras nas regides estudadas,
pois, existem variagcdes no perfil de sensibilidade e resis-
téncia aos desinfetantes que podem comprometer os pro-
gramas de controle da mastite bovina causada por Sta-
phylococcus spp.

TERMOS DE INDEXACAO: Desinfetantes, mastite, Staphylo-
coccus spp., vacas leiteiras.

INTRODUCAO

A desinfeccao ¢ um dos mais importantes aspectos de
prevencao de enfermidades e neste contexto muitos de-
sinfetantes foram desenvolvidos especificamente para a
prevencao das doencas na industria leiteira (Boddie et al.
1997).

Os programas de controle da mastite bovina incluem
diferentes estratégias para reduzir a prevaléncia em ni-
veis economicamente aceitaveis uma vez que a erradica-
cao desta enfermidade nao se mostra como uma meta
viavel (National Mastitis Council 1978, Costa 1991).

Ainfecgéo da glandula mamaria dos bovinos pode ser
controlada com a utilizagdo de substancias germicidas
nos tetos antes e apds a ordenha, antibioticoterapia no
periodo de secagem, eliminagao dos casos crénicos, tra-
tamento dos casos clinicos durante a lacta¢do e o ade-
quado funcionamento dos equipamentos de ordenha
(Philpot & Nickerson 1992).

Desta forma, a utilizacdo de solugbes antissépticas
tende a controlar e até mesmo diminuir os riscos de no-
vas infec¢des da glandula mamaria. Entretanto, os desin-
fetantes podem apresentar pouca eficiéncia quando na
presenca de matéria organica, sujidades ou urina, dificul-
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tando desta forma a atuacéo eficaz do produto (Pankey et
al. 1984, Quinn 1991).

Os principios ativos mais utilizados para desinfec¢ao
dos tetos sdo o iodo, clorexidina, acido sulfonico, cloro,
peroxidos, lauricidina e acido cloroso. Com objetivo de
minimizar a irritacdo e condicionar a pele dos tetos, séo
utilizadas algumas bases e emolientes na formulacao
desses germicidas, como a glicerina, lanolina, propileno-
glicol, sorbitol, dleos vegetais, minerais e colageno (San-
tos & Fonseca 2006).

Costa et al. (1998) destacaram a importancia do uso
adequado dos desinfetantes no controle das mastites uma
vez que a presencga de matéria organica determinou acen-
tuada reducao na eficiéncia dos mesmos.

Varios trabalhos demonstraram a eficiéncia dos de-
sinfetantes na reducéo dos casos de mastite subclinica
quando utilizados de maneira adequada (Goldberg et al
1994, Freitas 1998, Jones 1998, Brito 2000).

Diversas medidas sanitarias devem ser adotadas du-
rante o processo de ordenha para minimizar a transmis-
séo de agentes causadores de mastites que podem ser
transferidos ao leite depreciando sua qualidade microbio-
I6gica. Destacam-se a ordenhadeira, a méo do ordenhador
e lesbes nos tetos considerados fatores importantes que
expdem a superficie dos tetos aos microrganismos
(Amaral et al. 2004). A higienizagao prévia dos tetos pre-
vine doengas como a mastite sendo de grande importan-
cia para reduzir o numero de microrganismos patogéni-
cos no leite e melhorar as condi¢des higiénicas do mes-
mo (Nader Filho et al. 1982).

Considerando a importancia da correta escolha do pro-
duto desinfetante para o uso na desinfec¢do dos tetos,
realizou-se o presente trabalho com objetivo de determi-
nar a eficacia dos principios ativos: iodo, cloro, clorexidine,
amonia quaternaria e acido latico utilizados no pré e pos-
dipping para controle das mastites bovinas causadas por
Staphylococcus spp. em propriedades leiteiras nas regi-
0es Metropolitana do Recife, Agreste e Zona da Mata do
Estado de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 60 isolados de Staphylococcus spp. recupe-
rados de leite de vacas com mastite subclinica procedentes de
15 propriedades de exploragéo leiteira situadas em 13 munici-
pios distribuidos na Regiao Metropolitana do Recife (2), Agres-
te (8) e Zona da Mata (3) do Estado de Pernambuco. Os reba-
nhos eram constituidos de animais de varias racas, idades e
encontravam-se em diferentes estagios de lactagao, criados em
sistema intensivo ou semi-intensivo, com sistemas de ordenhas
mecanica ou manual.

As amostras de leite foram colhidas apds prévia lavagem do
teto com agua e sabao, secagem com papel toalha e anti-sepsia
do 6stio do teto com alcool a 70°GL. Coletaram-se 5mL de leite,
em frascos com tampa rosqueavel, esterilizados e previamente
identificados com o0 nome ou numero do animal e quarto mamario,
sendo devidamente enviados, em caixas isotérmicas contendo
gelo reciclavel, ao Laboratorio de Doencas Infecto-Contagiosas
da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
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No laboratdrio, aliquotas de leite foram semeadas em placas
de Petri contendo agar base enriquecido com 5% de sangue
de ovino e incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C,
realizando-se leituras apos 24 e 48h, sendo observadas as
caracteristicas morfoldgicas das coldnias como tamanho, tipo,
colorag@o e presenca de hemdlise. Ao microscopio, foram
observadas a disposicdo das células e caracteristicas
morfotintorias a técnica de Gram (Carter 1988).

Para a identificacdo dos isolados de Staphylococcus spp.
foram realizadas provas bioquimicas como producao de
coagulase livre, DNase e catalase, segundo Silva et al. (1997).
As provas de producdo de acetoina, fermentacdo da glicose
(anaerobiose) e do manitol (aerobiose e anaerobiose) foram
realizadas de acordo com Mc Faddin (1980).

Apos a realizacéo dos testes, os isolados foram classificados
em Staphylococcus aureus, quando positivo em todos os testes,
Staphylococcus coagulase positiva (SCP), quando positivo para
a producdo da coagulase, fermentacdo da glicose em
anaerobiose e catalase, mas negativa em algum dos outros
testes (Baird-Parker 1990).

A determinagéao da eficacia dos desinfetantes utilizados no
pré e pos-dipping foi realizado utilizando-se 0s seguintes
principios ativos: iodo na concentracao de (0,6%), &cido latico
(2,0%), clorexidine (2,0%), cloro (2,5%) e aménia quaternaria
(4,0%), sendo as dilui¢cdes realizadas conforme orientagéo dos
fabricantes.

Para a analise foram preparadas suspensdes bacterianas
homogéneas em solucgéo salina estéril correspondendo ao tubo
1 da escala de McFarland.

A suspensao foi constituida pela solugdo desinfetante
(0,8mL) diluida de acordo com o fabricante e o leite estéril
(0,2mL). Posteriormente, adicionou-se a suspensao bacteriana
(1,2mL) e cronometrou-se os tempos (15", 30", 60" e 300") de
exposicao para entao realizar o repique em caldo Brain Heart
Infusion (BHI).

A mistura foi incubada a 37°C durante 24 horas para
observagao da turvacdo do meio, formagédo de pelicula na
superficie ou de precipitado no fundo dos tubos. Apds a
incubacédo, a suspensao foi repicada em meio sélido (agar
sangue) para confirmacdo da presenca ou auséncia do
microrganismo testado frente aos diferentes anti-sépticos e
tempo de exposi¢ao. A auséncia do crescimento bacteriano nas
placas indicou a eficacia do produto em questdo (Costa et al
1998).

A analise estatistica empregada foi do tipo descritivo,
calculando-se as freqiéncias absoluta e relativa (Sampaio
1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Figuras 1 e 2 encontram-se os resultados do perfil de
sensibilidade e resisténcia dos Staphylococcus aureus e
Staphylococcus coagulase positiva frente as solu¢des de
desinfetantes utilizadas para o pré e pds-dipping.

O perfil de sensibilidade de S. aureus frente ao iodo
nos tempos de 15", 30", 60" e 300" foi de 93,90%, 97,80%,
100,00% e 100,00%, respectivamente. Quanto ao cloro,
observou-se que apenas 2,20%, 2,20%, 2,20% e 6,70%
foram sensiveis nos diferentes tempos estudados. Ja para
a amoOnia quaternaria, os isolados apresentaram 55,60%,
80,00%, 80,00% e 82,20% de sensibilidade. Com relagao
ao acido latico, observou-se que 15,60%, 17,80%, 35,60%
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Fig.1. Eficacia in wtro dos desinfetantes utlllzados no pré e pés-
dipping em propriedades leiteiras frente a Staphylococcus
aureus isolados na Regido Metropolitana do Recife, Agres-
te e Zona da Mata, Estado de Pernambuco, 2007.
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Fig.2. Eficacia in vitro dos desmfetantes utilizados no pré e pos-
dipping em propriedades leiteiras frente a Staphylococcus
coagulase positiva isolados na Regidao Metropolitana do
Recife, Agreste e Zona da Mata, Estado de Pernambuco,
2007.

e 53,30% dos isolados foram sensiveis. Ainda com rela-
cao ao clorexidine, observou-se que 82,20%, 88,90%,
93,30% e 93,30% dos isolados foram sensiveis nos tem-
pos estudados.

O perfil de sensibilidade dos SCP frente ao iodo nos
tempos de 15", 30", 60" e 300" foi de 90,9%, 100,0%,
100,0% e 100,0%, respectivamente. Quanto ao cloro, ob-
servou-se que 100,0% dos isolados foram resistentes em
todos os tempos estudados. Ja para a aménia quaternaria,
os isolados apresentaram 54,5%, 54,5%, 81,8% e 90,9%
de sensibilidade. Com relagao ao acido latico, observou-
se que 72,7%, 72,7%, 90,9% e 100,0% das amostras fo-
ram sensiveis. Ainda com relagao ao clorexidine, obser-
vou-se que 45,5%, 63,6%, 72,7% e 81,8% dos isolados
foram sensiveis nos tempos estudados.

Os resultados obtidos neste estudo indicaram maior
atividade desinfetante in vitro do iodo e da clorexidine para
os S. aureus e iodo e acido latico para os SCP.

Resultados semelhantes foram obtidos por Pedrini &
Margatho (2003) que analisaram microrganismos causa-
dores de mastites contagiosa e ambiental. Eles observa-
ram que as solugdes de iodo a 2% e a 1% apresentaram
melhor desempenho contra todos os microrganismos tes-
tados, destacando-se também a acéo da clorexidina que
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apresentou bons resultados in vitro. Jones (1998) relatou
que solu¢des de iodo devem ser utilizadas em imersao dos
tetos em baixas concentragdes (0,5% ou menos), uma vez
que solucdes a 1% de iodo podem deixar residuos no leite.

Os resultados deste estudo também revelaram que a
acao do iodo, acido latico e clorexidine foram maiores
quanto maior o tempo de exposicao. O clorexidine é bas-
tante utilizado para o tratamento de infec¢cbes superficiais
de tetos em vacas devido ao seu efeito cumulativo e con-
tinuo, permanecendo na pele no minimo por seis horas
(Spinosa et al. 2002), além disso, atua na presenca de
matéria organica, € de facil aplicacdo e econémico. De
acordo com Phillips et al. (1991) quando comparado ao
iodo, o clorexidine causa menor reacgéo tecidual nas dilui-
coes recomendadas.

Os resultados obtidos para o desinfetante a base de
cloro foram insatisfatérios, pois quase todas as bactérias
estudadas mostraram-se resistentes nos diferentes tem-
pos de analise. Pedrini & Margatho (2003) relataram que
o hipoclorito de sédio a 2% apresentou excelente eficacia
contra todos os microrganismos testados, contudo essa
concentracdo é extremamente irritante para a pele do
animal. Constataram ainda que o hipoclorito de sdédio a
0,5%, concentragéo recomendada para rotina, teve efeito
antimicrobiano bastante reduzido, corroborando com os
achados deste estudo.

De acordo com Amaral et al (2004) o uso do cloro como
agente desinfetante é pratica comum nas propriedades
leiteiras do Brasil, uma vez que o produto apresenta bai-
X0 custo. Entretanto, tem como desvantagem sua menor
estabilidade, além da nao observacao das recomenda-
cOes e critérios de uso pelos produtores. Neste estudo,
observou-se que 100,0% das amostras analisadas foram
resistentes a este principio ativo, sendo desaconselhada
sua utilizagéo nas praticas de pré e pds-dipping nas pro-
priedades das regides estudadas.

Costa et al. (1998) também realizaram estudo sobre a
atividade do cloro frente a amostras de Staphylococcus
spp., constataram resisténcia in vitro frente a este desin-
fetante e ressaltaram a importancia do uso adequado uma
vez que a presenca de matéria organica determinou uma
diminuicao acentuada na eficiéncia do mesmo.

Ainda de acordo com Amaral et al (2004), o cloro utili-
zado na desinfeccao das teteiras, demonstrou que o pro-
duto nao foi eficiente na redugéo dos microrganismos pre-
sentes e atribuiram esse resultado a adesdo das bactérias
a superficie interna das teteiras que dificulta a acdo do de-
sinfetante. A concentracéo e o tempo de contato séo fato-
res que podem interferir na agéo do desinfetante (Bessems
1998) e este bindbmio é fundamental para o sucesso do
efeito desinfetante de compostos a base de cloro.

De acordo com Fonseca & Santos (2000) os melhores
resultados no pods-dipping tém sido obtidos com as se-
guintes concentragdes de compostos: iodo 0,7-1,0%,
clorexidina 0,5-1,0% e cloro 0,3-0,5% (4% hipoclorito de
s6dio). No pré-dipping, os produtos tradicionalmente utili-
zados sao: hipoclorito de sédio a 2%, iodo a 0,3% e
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clorexidina a 0,3%. Em ambos os casos deve-se fazer a
imersao completa dos tetos em solucéo desinfetante (San-
tos & Fonseca 2006).

Pedrini & Margatho (2003) relataram que na maioria
das propriedades estudadas os desinfetantes sdo esco-
Ihidos por habito de uso, facilidade de aplicagéo ou pre-
co. Estes dados corroboram com os obtidos nesse traba-
Iho, pois a maioria das propriedades visitadas utilizava o
produto comercial de facil aplicagcdo e mais barato. Esses
fatores aliados ao fato de nenhuma das propriedades vi-
sitadas realizarem testes laboratoriais para avaliar a efi-
ciéncia das solugdes desinfetantes utilizadas na rotina do
processo de ordenha podem comprometer a eficacia des-
ses produtos nas regides estudadas.

Os resultados obtidos por Costa et al. (1998) indica-
ram a importancia da avaliagéao periddica dos desinfetan-
tes utilizados nas propriedades, pois muitos ndo se mos-
traram eficazes para controlar os microrganismos mais
prevalentes, tornando, desta forma, o gasto com o produ-
to supérfluo, pois 0 mesmo ja nao atua de forma eficiente
para 0s microrganismos testados.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, a maior atividade
desinfetante in vitro foi verificada para o iodo e clorexidine
frente ao Staphylococcus aureus e do iodo e acido latico
para os Staphylococcus coagulase positiva.

E necessaria a avaliagao periddica dos desinfetantes
utilizados nas propriedades leiteiras das regides estuda-
das, pois existem variacdes no perfil de sensibilidade e
resisténcia que podem comprometer os programas de
controle da mastite bovina causada por Staphylococcus

Spp.
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