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Eficacia in vitro de desinfetantes utilizados no pré-

dipping frente a amostras de Staphylococcus spp
Effectiveness in vitro disinfectants used in pre-dipping front
of Staphylococcus spp. samples

ABSTRACT

The microorganisms present during milking can be greatly reduced when the
utensils are properly sanitized, and pre-dipping is performed with products that have
proven efficacy, thus avoiding the proliferation of resistant microorganisms. The
present study aims to verify the efficacy of the main disinfectants used, with varied
concentrations, iodine 0.57%, chlorhexidine 2% and sodium hypochlorite 2%,
against strains of Staphylococcus spp. For the accomplishment of this work, strains
of Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negative and Staphylococcus
coagulase positive strains from clinical and subclinical bovine mastitis with
exposure to disinfectants in the 15 ", 30", 60 "and 120" times were tested for this
work. Taking into account the results of the method used, the disinfectant that causes
a greater sensitivity response was 2% chlorhexidine, mainly during the 30 "and 60"
times.

RESUMO

Os micro-organismos presentes durante a ordenha podem ter uma grande redugdo
quando os utensilios séo corretamente higienizados e realiza-se o pré-dipping com
produtos que possuem eficacia comprovada, evitando, assim, a proliferagdo de
micro-organismos resistentes. O presente trabalho tem como objetivo verificar a
eficacia dos principais desinfetantes utilizados, com concentragdes variadas: o iodo
0,57%, clorexidine 2% e hipoclorito de sddio 2%, frente a cepas de Staphylococcus
spp. Para a realizacdo deste trabalho foram testadas cepas de Staphylococcus aureus,
Staphyloccocus coagulase negativa e Staphylococcus coagulase positiva, advindas
de caso de mastite bovina clinica e subclinica, com exposicdo aos desinfetantes nos
tempos de 15", 30", 60" e 120". Levando-se em consideracdo os resultados do
método utilizado, o desinfetante que causa uma maior resposta de sensibilidade foi
o clorexidine a 2%, principalmente durante os tempos de 30” e 60”.
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INTRODUGAO

A mastite bovina é um quadro de inflamacdo das
glandulas mamarias, sendo majoritariamente causada por
bactérias. Ela pode se apresentar na forma clinica, com
presenca de quadros sintomaticos, ou de forma subclinica,
em que o0s sinais nao estdo evidenciados. A mastite é uma
das maiores causadoras de perdas econdmicas da producdo
leiteira, pois diminui a produgdo e interfere na qualidade do
leite que é vendido (TOZZETTI, et al, 2008; CASTRO,
2001).

As medidas preventivas contra a dissemina¢do das
mastites, clinicas ou subclinicas, além de prevenir uma perda
estimada de 10% das cabecas do rebanho, representam
menos de 10% do impacto econdmico anual das
propriedades leiteiras, validando a preocupacdo, e a
exigéncia, de um melhor controle e atencédo dos profissionais
diretamente ligados a producéo (COSTA, 1991; DEMEU et
al., 2011). Por conta disso, enfatiza-se o uso de um esquema
sanitario eficaz contra o desenvolvimento de fontes de
infeccdo no decurso do manejo dos animais, antes da
ordenha, no pré-dipping, que nada mais é que a desinfeccdo
do teto através de imersdo em sanitizantes, durante a
ordenha, e no pés-dipping (PEIXOTO et al., 2015).

Miguel et al. (2012) comparam a higienizagéo dos tetos
feita apenas com agua a realizada por pré-dipping e a ndo
realizacdo de qualquer higienizacdo, e demonstram a
necessidade de realizagdo do pré-dipping, levando em conta
a diminuicdo, na producdo, de micro-organismos apds sua
pratica. Estes mesmos autores também evidenciam a
indispensabilidade de uma limpeza correta das
ordenhadeiras, considerando seu papel na disseminagéo da
infeccdo.

Os desinfetantes mais comuns utilizados no pré-dipping,
e que sdo mais comumente estudados, em suas diversas
concentragBes e tempos de exposicdo, sdo o iodo, cloro,
clorexidine, amonia quaternaria e 4cido latico. Essas
substancias sdo utilizadas com mais frequéncia gragas a
sensibilidade dos micro-organismos causadores de mastite
(MEDEIROS et al, 2009; COUTINHO et al., 2012;
MIGUEL etal. 2012; LOPES; LACERDA; RONDA, 2013).

As principais caracteristicas que devem ter uma maior
importancia para a ndo disseminacdo das mastites sdo a
melhoria da méo de obra, a manutengdo, ou troca, dos
equipamentos utilizados e a uniformidade nos lotes para a
ordenha (COENTRAO et al., 2008).

Entre 0s micro-organismos  causadores  desta
enfermidade, estdo os Staphylococcus spp. Essa bactéria
Gram positiva é o principal agente encontrado nas glandulas
infectadas, além de possuir certo risco a salide humana, os
estafilos ainda podem tornar esta doenga crdnica
(BANDOCH; MELO, 2011).

A resisténcia dos Staphylococcus spp. deve sempre ser
monitorada, principalmente levando-se em consideragéo
gue o uso indiscriminado de antimicrobianos contribui para

Jorn. Inter. Bioc., v.3, n.1, 2018

Dos Santos, I.C. et al.

a selecdo de cepas resistentes, dificultando o tratamento dos
distarbios animais (COSTA et al., 2013). Considerando os
aspectos mencionados, destaca-se a necessidade de educar,
informar e instruir os produtores, mostrando a importancia
de se exigir os exames sanitarios do rebanho para evitar
problemas com a satide humana.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo
determinar a concentragdo minima inibitoria de
desinfetantes sobre Staphylococcus spp. isolados de casos de
mastite bovina, bem como avaliar o tempo de atuagdo de
cada principio ativo por inibigdo do crescimento microbiano.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus,
Staphyloccocus coagulase negativa e Staphylococcus
coagulase positiva advindas de casos de mastite bovina
clinica e subclinica dos projetos: "Prevaléncia de mastite
clinica e subclinica na regido de Nova Tebas-PR
(11167/2007)", "Dados epidemiol6gicos da mastite em
Tuneiras do Oeste-PR  (15453/2009)” e “Prevaléncia da
mastite bovina e qualidade do leite na regido Sudoeste do
Parana 7, projeto previamente desenvolvidos pelo
Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva e Salde
Puablica do Programa de P4s-Graduagdo em Ciéncia Animal
com énfase em Produtos Bioativos da Universidade
Paranaense. Todas estas estirpes fazem parte da bacterioteca
implantada e mantida por este mesmo laboratdrio.

Para a analise microbiolégica de sensibilidade aos
desinfetantes, foram usados, isolados das trés cepas,
mantidos em Agar base sangue, acrescido de 5 a 8% de
sangue ovino desfibrinado, por 24 horas.

Para determinacéo da eficacia dos desinfetantes (iodo,
clorexidine e hipoclorito de sddio), utilizados no pré e pds-
dipping, foram realizadas diluicbes nas concentracBes de
iodo a 0,57%, clorexidine a 2% e hipoclorito de s6dio a 2%,
concentragbes  comumente  encontradas  para  a
comercializacéo.

Para a analise, foram preparadas suspensfes bacterianas
homogéneas em solucdo salina estéril correspondendo ao
tubo 0,5 da escala de McFarland.

A suspensdo bacteriana, com cada principio ativo a ser
testado, foi constituida por 0,8 ml da solugdo desinfetante,
diluida conforme ja citado anteriormente, e 0,2 ml de leite
estéril, como fonte de nutrientes para o desenvolvimento de
micro-organismos. Posteriormente, foram adicionados a
suspensdo bacteriana entre 1,2 e 2 ml de cada desinfetante,
e cronometrado os tempos de (15", 30", 60" e 120") de
exposicdo para entdo realizar o repique em caldo Brain
Heart Infusion (BHI), além do uso de um controle positivo
da diluicdo, sem adicdo dos desinfetantes, e de um controle
negativo, com a ndo adicdo da suspensdo bacteriana
(MEDEIROS et al., 2009).

Essa mistura foi incubada a 37°C durante 24 horas. Ap6s
isso, as amostras foram repicadas em meio sélidos de agar



sangue para confirmacdo da presencga ou auséncia de micro-
organismo testado frente aos diferentes anti-sépticos e
tempo de exposicao.

Para analise dos dados obtidos, estes foram tabulados
para realizacdo de analise estatistica e para célculo da
reducéo da carga bacteriana.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram uma reducdo da carga de
micro-organismos com 0 uso de todos os desinfetantes,
porém o que maior apresentou eficiéncia in vitro foi a
clorexidina 2%, seguido do hipoclorito de s6dio 2% e iodo
0,57%. As amostras de Staphylococcus aureus (STAPHA —
18 amostras), Staphylococcus coagulase negativa (STACN
— 65 amostras) e Staphylococcus coagulase positiva (STACP
— 16 amostras) somadas tiveram maior reducdo da carga
bacteriana frente ao iodo no tempo de 157, em que 86% da
carga bacteriana foi reduzida, contra 79,80%, 76,77% e
70,71% nos tempos de 30, 60” e 120”, respectivamente,
sendo os STACN as amostras com maior reducdo em todos
o0s tempos testados. Frente ao hipoclorito de sédio houve
uma reducdo parecida quando as amostras foram somadas
nos quatro tempos testados, sendo reducfes de 91,92%,
91,92%, 90,91% e 91,92%, em que novamente os STACN
tiveram melhor resultado; ja frente ao clorexidine, a reducéo
foi de 95,96%, 98,99%, 98,99% e 97,98%, como visto na
Figura 1, ndo havendo resultados discrepantes entre as cepas
testada.

A saude da glandula mamaria, a higiene de ordenha, o
ambiente em que a vaca fica alojada e os procedimentos de
limpeza dos equipamentos de ordenha séo fatores que
afetam diretamente a contaminagdo microbiana do leite cru
(GUERREIRO et al., 2005).

Ramalho et al, (2012) testaram a eficacia de
desinfetantes normalmente utilizados no pré e pés dipping
frente a cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
coagulase positiva, e Staphylococcus coagulase negativa, e
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demonstraram maior sensibilidade ao cloro, com
concentracdo de 2,5% e ao clorexidine, com a concentracéo
de 2%. Com este resultado, o presente trabalho pode deixar
esclarecido que o cloro continua eficaz mesmo com a sua
concentracdo reduzida a 2%, mostrando-se um sanitizante
eficaz.

Medeiros et al (2009) obtiveram melhores resultados
frente ao uso de iodo e de clorexidine, resultado também
semelhante ao do presente trabalho.

Outro resultado semelhante também foi obtido por

Coutinho et al (2012), que testaram os desinfetantes de pré e
pos dipping. Para eles, o clorexidine também apresentou a
melhor resposta frente a diferentes cepas isoladas.
Pedrini e Marghatto (2003) testaram, em diversas
concentracdes (2%, 1% e 0,5%), os desinfetantes que séo
comumente utilizados na desinfeccdo dos tetos frente a
micro-organismos encontrados em amostras de leite bovino.
Os testes in vitro mostraram maiores halos de acéo, para
diferentes concentragdes, porém excluiram o uso de
desinfetantes como o iodo a 2% e 1% e o hipoclorito de
sodio a 2%, alegando que estas altas concentracGes
poderiam gerar residuos no leite e lesGes no teto,
respectivamente. Eles indicam o uso do clorexidine a 0,5%,
levando em consideragcdo seu bom desempenho e custo
beneficio, concentragdo menor que a utilizada neste
trabalho, comprovando a eficiéncia do clorexidine mesmo
em baixas concentraces.

Lopes, Lacerda e Ronda (2013) mostraram que, para
diferentes micro-organismos, iodo e clorexidine sdo os
desinfetantes de escolha, dada a alta sensibilidade de
diferentes cepas, incluindo cepas de Staphylococus sp.

Silva e outros (2013) obtiveram resultados diferentes dos
expostos no presente trabalho, evidenciando o iodo como
melhor desinfetante, seguindo a tendéncia de outros
trabalhos ja discutidos.

Quando as medidas profilaticas ndo sdo o bastante, 0s
antibidticos sdo a medida a ser tomada, Krewer e outros
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Figura 01. Reducéo da carga de bacteria in vitro apds a utilizacdo de desinfetantes - frente a cepas de Staphylococcus spp. isolados de

casos de mastite bovina. Umuarama— PR, 2012.
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(2014), mostram que os Staphylococus spp. tém maior
sensibilidade a gentamicina, enrofloxacina, cefalexina,
ciprofloxacina e oxicilina.

CONCLUSAO

A clorexidine 2% apresentou o melhor resultado frente
os Staphylococcus spp., seguido do hipoclorito de sédio 2%
e iodo 0,57%. Porém, deve-se realizar com frequéncia mais
testes de perfil de sensibilidade e instruir os produtores para
gue ndo ocorra a selecdo de cepas resistentes através do uso
incorreto desses produtos.
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